





















pasillos  y  laboratorios  años  excelentes  tanto  en  el  grado  como  el  posgrado;  por 










de  cargar  con  el  peso  de  ser  la  responsable  principal  del  devenir  del  grupo,  nunca 
impone  su  visión  de  la  cosas  como  única  verdad;  por  involucrarse  de  lleno  en  la 
formación de  sus becarios; por disponerse a enseñar, pero  también a aprender  con 
ellos; por dedicar  las horas que  sean necesarias  y más; por  concebir a  la educación 





de  dispersión,  de  discusión,  de  formación;  por  estar  siempre  disponibles  cuando  se 





A  los  más  nuevos:  Meli,  Magda,  Lucho,  Mati,  Juan  y  Asu,  por  sumarse 
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Durante  la  fase  embrionaria  temprana  comienza  el  desarrollo  del  aparato 











forma que  la regulación del diámetro de  los mismos está dada por factores  liberados 
en forma local por células endoteliales o por el propio músculo liso, o que alcanzan las 
células de músculo liso (CML) a través del flujo sanguíneo. Estructuralmente, el cordón 
umbilical  está  compuesto  por  dos  arterias  y  una  vena.  Las  arterias  se  presentan 
espiraladas  manteniendo  un  promedio  2.1  vueltas  cada  10  cm  de  cordón  en  el 
embarazo a  término. Ambas arterias  se encuentran comunicadas por  la anastomosis 
de Hyrtl cerca de su decusación en el extremo de la placa coriónica lo que permite un 
balance  del  flujo  entre  ambas  [2,3].  El  cordón  umbilical  carece  de  otros  tipos 
vasculares  como  los  vasa  vasorum  o  linfáticos.  Los  vasos  umbilicales  se  encuentran 
inmersos  en  una  matriz  extracelular,  un  tejido  conectivo  peculiar  derivado  del 
mesénquima  extraembrionario,  denominado  gelatina  de  Wharton.  Este  tejido, 
presenta  bajo  número  de  células  (miofibroblastos  y  mastocitos)  y  una  alta 
concentración de colágeno, ácido hialurónico y glucosaminoglicanos  [4]. Funciona no 
sólo como soporte, sino que también es un  lugar de almacenamiento y estabilización 
de  las  concentraciones  de  distintos  factores  de  crecimiento  en  la  vecindad  de  las 
células vasculares [5].   
La  arteria  umbilical  humana  (AUH)  presenta  una  organización  histológica 
formada por dos túnicas,  la  íntima y  la media. Carece de  lámina elástica y adventicia 
típica de otros  lechos arteriales. La  túnica  íntima se ubica  internamente  (hacia  la  luz 
del vaso). Es una estructura compuesta por largas microvellosidades que se proyectan 
al  lumen  la  cual está  formada por una  capa de  células endoteliales  ricas en  retículo 
endoplasmático rugoso, mitocondrias y ribosomas [6]. El borde entre la túnica íntima y 
la media  contiene un  segundo  tipo  celular  con  características  semejantes  a  las CML 
aunque más ricas en retículo endoplasmático rugoso y organelas [6]. La túnica media 
está formada por CML que se disponen internamente, longitudinales al eje del vaso en 

















Como  es  característico  de  este  tipo  celular,  poseen  estructuras  contráctiles 
como son los  filamentos finos formados por polímeros de actina globular y filamentos 
gruesos  formados  por miosina  (dos  subunidades  proteicas  pesadas  y  dos  pares  de 





hidrolizar  ATP,  las  cuales  sobresalen  del mismo  a  intervalos  regulares.  Sobre  cada 
cabeza de miosina se disponen dos tipos de cadenas livianas, una de ellas se denomina 
cadena  liviana reguladora (MLC20, del  inglés, myosine  light chain 20 kDa) y posee un 
sitio de  fosforilación en el aminoácido serina 19,  importante para  la regulación de  la 
contracción.  Estos  filamentos  se  organizan  en  unidades  de  tres  a  cinco  filamentos 
gruesos  rodeados  de  varios  filamentos  finos  y  se  fijan  a  estructuras  proteicas 
denominadas cuerpos densos que están anclados a proteínas del citoesqueleto celular 







La  concentración  de Ca2+  libre  en  el  citosol  de  la CML  es  fundamental  en  la 
determinación de su grado de contracción. En  la condición de reposo    la misma está 
comprendida en el rango de valores de 120 a 170 nM  [12]. Un aumento global en  la 
concentración  del  Ca2+  intracelular  a  niveles  de  500  a  700  nM  activa  el  aparato 
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puede  producir  por  el  influjo  de  Ca2+  desde  el medio  extracelular  o  a  partir  de  la 
liberación del mismo desde organelas  intracelulares como el retículo sarcoplásmico y 
la mitocondria  (en  algunos  casos),  que  constituyen    los  reservorios  de  Ca2+  celular 
(figura 1.1.5 A). Las vías de  influjo de Ca2+ son numerosas y la  importancia relativa de 
cada  una  de  ellas  varía  entre  los  distintos  tipos  de  células  de musculo  liso,  incluso 






que  pueden  activarse mediante  un  número  importante  de  estímulos 
(agonistas,  estiramiento  mecánico,  depleción  del  retículo 
sarcoplásmico, estímulos despolarizantes de la membrana celular entre 
otros). 
 Activación  del  intercambiador Na+/Ca2+  (NXC)  en  su modo  reverso  de 
acción. 















El  Ca2+  se  une  a  una  proteína  citoplasmática  denominada  calmodulina  que 
posee afinidad por el mismo (figura 1.1.5). La calmodulina posee cuatro sitios de unión 
para iones Ca2+, y cuando éste aumenta su concentración se favorece la formación del 
complejo Ca2+‐calmodulina  que  activa  a  la  proteína  quinasa  de  la  cadena  liviana  de 
miosina (MLCK, del inglés miosine light chain kinase). Esta quinasa puede estar ligada a 
los filamentos finos a través de su extremo N terminal y cuando es activada fosforila a 
la MLC20  [13,14,15].  Esta  reacción  desencadena  un  ciclo,  durante  el  cual  ocurre  el 
corrimiento de las cabezas de miosina desplazando los filamentos de actina mediante 





Esto  sucede al  finalizar el estímulo contráctil, donde, el Ca2+ es  removido del 
citoplasma hasta alcanzar nuevamente las concentraciones de reposo y la consecuente 
relajación celular. Esto implicará la extrusión del Ca2+ a través de la membrana celular y 
el  secuestro  de  éste  hacia  los  compartimentos  intracelulares.  La  extrusión  de  Ca2+ 
puede  realizarse a  través del  intercambiador Na+/Ca2+ actuando en  su modo directo 
y/o por la bomba de Ca2+‐ATPasa ubicada en la membrana plasmática. Por su parte, la 
recaptación de Ca2+ hacia  los reservorios  intracelulares, es mediada por  la bomba de 
Ca2+  ubicada  en  la  membrana  del  retículo  (SERCA,  del  inglés  sarco/endoplasmic 
reticulum  Ca2+‐ATPase),  que  permite  reinstaurar  las  concentraciones  de  Ca2+ 
intracelulares de reposo.  
Diversos  estímulos  endógenos  y  exógenos  (agonistas,  iones,  fármacos  etc.) 
pueden  alterar  el  estado  contráctil  de  las  células  de músculo  liso  vascular  (CMLV) 
actuando  sobre  las  estructuras  celulares  que  intervienen  en  la  regulación  de  la 
concentración del Ca2+ intracelular. En particular, el endotelio vascular sintetiza y libera 
mediadores vasoactivos en  respuesta a distintos estímulos  fisiológicos  como pueden 
ser sustancias circulantes (como serotonina, angiotensina II, adrenalina, bradiquinina),  




sanguínea,  alteraciones  acido  base,  así  como  cambios  en  el  flujo  sanguíneo  que 
generan  una  fuerza  de  roce  (del  inglés,  shear  stress)  sobre  la  superficie  celular.    El 
conocimiento de la importancia del rol endotelial en el control del tono vasomotor ha 
aumentado mucho desde la demostración por Furchgott y Zawadzky (1980) de que la 
acetilcolina  relajaba  tejido  vascular  precontraído  sólo  en  presencia  de  endotelio 
intacto  [16].  Actualmente  se  sabe  que  la  acción  de  muchos  vasodilatadores  o 
vasoconstrictores es dependiente de la integridad del endotelio. Los factores liberados 
por el mismo pueden difundir y actuar sobre  las CMLV produciendo diversos efectos 
que  alteran  la  regulación  del  estado  contráctil  de  estas  últimas,  y  por  lo  tanto  del 
diámetro de  la  luz del vaso  [17].   En el  caso de  la AUH  su  rol es  fundamental en  la 
regulación del flujo feto‐placentario el cual tiene implicancia directa  sobre el feto. 
Los canales iónicos selectivos al K+ también cumplen un rol muy importante en 
la  regulación  del  estado  contráctil  de  la  CMLV  ya  que  son  fundamentales  en  la 
determinación del valor de potencial de membrana (Vm) celular, el cual constituye una 






gradiente  electroquímico  y  de  la  permeabilidad  de  la  membrana  para  cada  ion. 
Numerosos  trabajos,  han  demostrado  la  participación  de  distintos  tipos  de  canales 
selectivos al K+ en la regulación y mantenimiento del Vm en CMLV [18,19]. La activación 
de  estos  canales  produce  hiperpolarización  de  la  membrana  celular  (y  relajación 












































































Los  canales  de  K+  son  un  conjunto  de  proteínas  cuyo  origen  se  postula  en 
simultáneo con el origen de la vida en la tierra [20]. Constituye el grupo más numeroso 
de  canales  específicos  para  un  ion  en  particular.  Los mismos  se  expresan  tanto  en 
células eucariotas como procariotas y justamente un canal de K+ de estas últimas fue el 
primer canal  iónico cristalizado  [21]. A partir de  la estructura de  rayos X del mismo, 
pudo localizarse la región formadora de poro, la cual se observó que está ampliamente 
conservada  en  todas  las  familias de  canales de K+,  inclusive  en  todos  los  reinos.  En 
contraste, en el  resto de  la secuencia de  los canales de K+ se observan porciones de 




retifier  K+  channels),  y  su  estructura  es  similar  a  la  del  primer  canal  de  K+ 
cristalizado. Cada subunidad  de los canales de esta familia, posee 2 regiones de 
transmembrana  (en  inglés,  transmembrane  segment,  TMS)  conectadas  por  1 
dominio formador de poro (P), y se ensamblan como tetrámeros.  
 Canales  4  Segmentos  de  Transmembrana  ‐  2  dominios  formadores  de  Poro 
(4TMS‐2P): formado por  la familia de canales K2P (del inglés, two pore domain 
K+ channels). Son los canales de K+ de descubrimiento más reciente (1995, [27]) 





formados  por  tetrámeros  cuyas  subunidades,  como  su  nombre  lo  indica, 
poseen 6  segmentos de  transmembrana  (S1‐S6) que acompañan a 1 dominio 
formador  de  poro. Dentro  de  este  grupo  podemos  encontrar  a  la  familia  de 
canales  de  K+  operados  por  voltaje  o  KV,  que  presentan  como  característica 






















































































































































El  nombre  de  esta  familia  KIR  proviene  de  una  propiedad  biofísica  de  las 
corrientes de  los  canales que  la  componen,  cuya  traducción  sería  “canales de K+ de 
tipo  rectificador  entrante”  (o  también  llamado  rectificador  anómalo),  y  se  debe  al 
fenómeno  por  el  cual  su  relación  entre  la  corriente macroscópica  y  el  voltaje  de  la 
membrana no sigue un comportamiento lineal u óhmico como se espera para un canal 
independiente de voltaje, presentando una mayor  conductancia  iónica a potenciales 
más  negativos  que  el  potencial  de  equilibrio  para  el  K+  (EK)  (figura  1.2.2).    Este 
fenómeno se debe a un bloqueo voltaje dependiente del canal generado por el Mg2+ o 
las  poliamidas  intracelulares  [28,29]  las  cuales,  a  medida  que  el  potencial  de 
membrana adquiere valores más positivos, obstruyen el poro del canal  impidiendo el 
paso de corriente en dirección saliente. De esta manera, el rol de estas corrientes en la 
modulación  del  valor  del  Vm  depende  principalmente  del  valor  del  EK  [30].  Así,  en 
condiciones  fisiológicas estos  canales  generan una  importante  conductancia de K+  a 
potenciales  cercanos  al  EK,  la  cual  disminuye    cuando  la  célula  se  despolariza.  Esta 
propiedad  les  confiere  una  funcionalidad  importante  en  la  fijación  y  regulación  del 
potencial de membrana celular [18,29,30].  
No todos  los canales de potasio KIR presentan el mismo grado de rectificación, 
sino  que  algunos  son  rectificadores  débiles,  otros  intermedios  y  otros  son 
rectificadores  fuertes  (figura  1.2.1).  Esta  característica  está  determinada  por  la 




que  otros  bloqueantes  clásicos  de  canales  de  K+  tienen  poco  efecto  en  bajas 
concentraciones [24,26,29]. 
En su estructura básica puede observarse la ausencia del segmento cargado S4, 
lo  que  se manifiesta  en  la  insensibilidad  al  voltaje,  de manera  que,  en  ausencia  de 







relaciones  corriente  macroscópica  vs. 







En esta  familia existen 15 genes que  codifican para  canales KIR,  los  cuales  se 
agrupan  en  7  subfamilias  (tabla  1.2.1).  A  su  vez  pueden  agruparse  en  4  grupos 
funcionales [26]: los KIR clásicos, los acoplados a proteína G (GIRK, del inglés, G‐protein 
coupled  inward  rectifier  K+  channel),  los  sensibles  al  ATP  intracelular  (KATP)  y  los 
transportadores  (en  inglés,  K‐transport  channels).  Su  diversidad  funcional  está 
incrementada por:  i.  la presencia de splicing alternativo,  ii.  la posibilidad (debido a  la 
elevada homología de los subtipos) de generar heteromultímeros entre distintos tipos 






























































































































KIR 7.1 KCNJ13  γ = 50 fS  Renal, tiroides 
No se conoce su 
función 
Abreviaturas:  γ:  conductancia; ME: Músculo esquelético;  SNC:  Sistema nervioso  central;  SU: 
Sulfonilureas;  SUR:  Receptor  de  Sulfonilureas;  PKA:  fosforilación  por  la  proteína‐quinasa  A; 




Como  se  puede  observar  en  la  tabla,  sólo  2  de  las  subfamilias  presentan 





a  nivel  endotelial,  dado  que  fijan  un  potencial  de membrana  hiperpolarizado  que 
favorece el influjo de Ca2+ (por aumentar su fuerza impulsora) ante diversos estímulos 
de agonistas o de shear stress, que derivan en la liberación de factores vasorelajantes 
[17].  Por  otro  lado,  en  las  CMLV,  se  describió  la  presencia  del  KIR  2.1  los  cuales  le 
confieren a  la célula una mayor conductancia al  ión K+ ante  incrementos  leves en  la 
concentración  extracelular  del  mismo  (6‐15  mM).  De  esta  manera  se  lo  cree 
responsable  de  la  relajación  de  las  CMLV  ante  una  liberación  local  de  K+  desde  las 
células endoteliales. Dicho efecto paradójico (dado que lo esperable es la contracción 
inducida por  la despolarización que produce un  aumento de  la  concentración de K+ 
extracelular,  debido  al  cambio  en  el  EK)  [18,35,36]  explicaría  un  mecanismo  de 




con el estado metabólico de  las CMLV. Estos  canales  se  inhiben  cuando aumenta  la 
concentración de ATP  intracelular, generando despolarización. Se ha demostrado que 



















araquidónico  (TREK,  TWIK  related  K+  channel),  los  inhibidos  por  el  descenso  del  pH 
extracelular  (TASK,  TWIK  related  acid‐sensitive  K+  channel),  los  activados  por 
alcalinización  (TALK, TWIK related alkaline pH activated K+ channel),  los  inhibidos por 
halotano (THIK, tandem pore domain halotane‐inhibited K+ channel) y los presentes en 




aminopiridina)  y  se  desconocen  hasta  ahora  inhibidores  específicos  [22,26,39,40].  Es 
importante  tener  en  cuenta  que  si  bien  existe  un  importante  volumen    de  datos 
bibliográficos que describen la farmacología de esta familia, la mayoría se ha puesto en 
evidencia  en  canales  expresados  en  sistemas  heterólogos,  quedando  pendiente  el 
estudio  sobre  la  relevancia  funcional  en  los  diversos  tejidos.  Su  capacidad  de 
responder  a  distintos  estímulos  fisiológicos  como  el  cambio  en  el  pH  intra  o 
extracelular,  la  temperatura y el estiramiento de  la membrana, entre otros, permite 
plantear para este tipo de canales un rol relevante como sensores de diversos estados 




muestran  una  extensa  distribución  de  la  expresión  de  ARNm  de  estos  canales  en 
diferentes tejidos, pero nuevamente debemos remarcar el escaso número de estudios 
sobre  la presencia  funcional de  los mismos en sistemas nativos. En  relación al  tejido 
vascular, dicho estudio es prácticamente inexistente, pudiéndose destacar la presencia 





































































































araquidónico;  strech:  tensión  en  la  membrana;  PIP2:  fosfatidil‐fosfoinositol2‐fosfato;  AG: 






40 genes  [23]. Como  su nombre  lo  indica,  la actividad de estos canales depende del 
voltaje de  la membrana,  siendo activados por  la despolarización de  la misma. Como 
mencionamos anteriormente estos canales tienen una estructura primaria de 6 TMS, 
presentando  en  el  segmento  S4  el  sensor  de  voltaje  y  en  la  región  que  une  los 
26 
 
segmentos S5 y S6  la región formadora de poro. Al  igual que de  lo que sucede con  la 
familia KIR, estos canales funcionan como tetrámeros [26,44]. 
Además del elevado número de genes que codifica para este tipo de canales la 
diversidad  funcional  que  presentan  se  ve  incrementada  por  [23]:  i)  formación  de 
heteromultímeros  entre  miembros  de  una  misma  subfamilia,  ii)  formación  de 









KV propiamente dichos  (KV1‐4, KV7  y KV10‐12)  y por  el otro,  la  subunidades  silentes 
(KV5, KV6, KV8 y KV9) que  como homómeros no pueden generar  canales  funcionales, 
pero sí lo hacen al heteromerizarse con miembros de la subfamilia KV2 [23]. 
Por su parte,  las 8 subfamilias que  incluyen  los canales KV  funcionales se han 




activación  rápida  seguida  de  una  inactivación  completa  en  el  lapso  de 
aproximadamente 100 ms [23]. Tienen un rol funcional muy importante en 
la  codificación  de  la  frecuencia  de  disparo  de  potenciales  de  acción  en 
diferentes  tipos  neuronales  [48].  En  el musculo  liso  vascular  no  ha  sido 
demostrado un rol importante para este tipo de corrientes [26]. 
ii. canales  con  corrientes  de  tipo  rectificador  tardío,  involucrados  en 
corrientes macroscópicas  inducidas  por  la  despolarización  que  presentan 
activación  lenta   e  inactivación  leve o nula. Estos canales participan de  la 
27 
 
repolarización  que  finaliza  los  potenciales  de  acción,  restableciendo  los 














































































































































































































































A  nivel  de  distintos  lechos  vasculares  existen  antecedentes  en  la  bibliografía 
que indican la expresión de canales de tipo KV1.3, KV1.5, KV1.6, KV3.1, KV3.2 y KV7.4 en 
las  CMLV.  Estos  canales  se  activan  ante  la  despolarización  de  la  membrana 





endotelio  como  adenosina, prostaciclina  (PGI2)  y  receptores  acoplados  a proteína G 
(GPCR, del inglés G‐protein coupled receptor) [52]. Recientemente se ha descripto una 













sensar cambios en  la concentración  intracelular de determinados  iones (H+, Ca2+, Cl‐ y 
Na+, según el subtipo) [25,26].  
A  pesar  de  que  se  los  incluye  dentro  de  los  canales  6TMS,  presentan  en  el 
extremo amino  terminal un dominio  transmembrana extra denominado  S0, es decir 
son 7TMS‐1P. La región formadora de poro se sitúa en la conexión entre los segmentos 
S5 y S6, mientras que en el segmento S4 de los Slo1 y 3 se halla el sensor del voltaje (al 
































































La  función  principal  de  este  canal  en  las mismas,  es  la  de  disminuir  o moderar  la 
respuesta  contráctil  a  estímulos  excitatorios  celulares  que  implican  aumentos  en  la 




Por otro  lado,  la actividad de  los canales BKCa es  también  la  responsable de generar 
relajación vascular aún cuando el  incremento de  la concentración de Ca2+  intracelular 
sea localizado a pequeñas áreas celulares debido a liberaciones espontáneas locales de 
Ca2+  desde  el  RS  (chispas,  en  inlgés,  sparcks)  debido  a  que  las  mismas  generan 





Si  bien  existe  un  único  gen  para  el  canal  BKCa,  se  ha  observado  que  su 
sensibilidad  al  Ca2+  varía  según  el  tipo  de  célula  nativa  en  la  que  se  lo  estudia.  El 
splicing alternativo (11 variables [63]), sumado al acople de subunidades moduladoras 
β  son  dos  factores  importantes  en  la  determinación  de  las  variaciones  funcionales 
















diferencias  de  esta  familia  respecto  al  canal  BKCa  radican  en  el menor  valor  de  la 
conductancia  (como  su  nombre  lo  indica),  la  presencia  de  sólo  2  argininas  en  el 
segmento  S4,  que  explica  su  actividad  independiente  del  voltaje,  y  la  ausencia  del 



















































de  las  CMLV  y  una  baja  expresión  en  las  células  endoteliales,  los  canales  de  esta 
familia,  IKCa y SKCa, poseen en general baja expresión a nivel de  las CMLV, pero una 
expresión  constitutiva  a  nivel  endotelial  [72].  Ambos  canales  poseen,  en  algunos 
lechos  vasculares,  un  rol  principal  en  la  relajación  de  las  CMLV  dependiente  de 
endotelio según el siguiente mecanismo: un estímulo que genere un incremento de la 
concentración de Ca2+ intracelular a nivel de la célula endotelial lleva a la activación de 
estos  canales,  los  cuales  permiten  la  salida  de  K+  hacia  el  espacio  extracelular 
produciendo  un  incremento  de  la  concentración  de  K+  extracelular  sobre  las CMLV, 
que  induce  la relajación de  las mismas por el mecanismo antes descripto (ver sección 








la superficie  luminal de todos  los vasos sanguíneos y posee un rol  fundamental en  la 
homeostasis cardiovascular. Las células endoteliales (CE) sintetizan y liberan una serie 
de factores que regulan  la permeabilidad y el tono contráctil de  los vasos sanguíneos 
así  como  también  la  angiogénesis  y  las  respuestas  inflamatorias,  entre  otros 
fenómenos  vasculares.  Es  responsable  de  mantener  el  balance  en  la  migración  y 







roce  que  ejerce  el  flujo  sanguíneo,  denominada  en  ingles  shear),  clásicamente  se 
encontraban  descriptos  el  oxido  nítrico  (NO)  y  la  prostaciclina  (PGI2)  [78,79].  Sin 
embargo,  en  una  gran  cantidad  de  vasos  sanguíneos  las  repuestas  endoteliales  no 
podían ser explicadas completamente por estos dos mediadores, dado que al inhibir su 
síntesis,  la  respuesta  vasodilatadora  persistía  [80,81].  Debido  a  que  esta  respuesta 













Es  importante  señalar  que  si  bien  son  numerosas  las  sustancias  que  se 
proponen como EDHF, en distintos lechos vasculares de distintas especies, las mismas 
tienen como factor común un mecanismo de acción hiperpolarizante que  involucra  la 
activación  de  canales  de  K+  (figura  1.3.1).  La  hiperpolarización  generada  por  estos 
factores  lleva  a  la  relajación  del MLV,    ya  que  disminuye  la  actividad  de  los  CCVO 
presentes  en  las  CMLV,  produciendo  una  disminución  de  la  concentración  de  Ca2+ 
intracelular  y  por  lo  tanto  la  relajación  del musculo  liso.  Se  ha  observado  que  en 
muchos casos la respuesta del EDHF incrementa su relevancia ante la disminución de la 









El NO es un potente agente  vasodilatador, que además,  inhibe  la agregación 
plaquetaria,  la  inflamación  vascular  y  la  proliferación  de  las  CMLV  (todos  efectos 
antiaterogénicos). Existen tres  isoformas de  la enzima que sintetiza NO,  la NOS (I, II y 





en  la  regulación  de  la  función  vascular  [76].  Sus  acciones  son  mediadas    por  la 
activación  de  la  guanilato  ciclasa  (GC)  soluble  de  las CMLV  generando  el  respectivo 
aumento  en  la  concentración  de  GMPc,  que  lleva  directa  o  indirectamente  (vía 
fosforilación  por  una  proteína  kinasa  G  (PKG))  a  la  hiperpolarización  de  las  CMLV, 
mediante la activación de canales de potasio, entre ellos los canales de tipo BKCa,  KIR, 
KATP  y    KV  [79,82,91].  Por  otro  lado,  el  NO  disminuye  la  afinidad  de  las  proteínas 
contráctiles por el Ca2+, entre otros mecanismos que median  la vasodilatación. En  los 
ratones  knockout  (KO)  para  la  eNOS  se  ha  observado  que  el  EDHF  tiene  un  efecto 
compensatorio de la actividad endotelial perdida [83,84].  
Además de este gas,  la NOS puede generar el  ión  superóxido, que  luego por 
acción de  la enzima superóxido dismutasa  (SOD) puede  transformarse a peróxido de 
hidrógeno (H2O2) que, por difusión, puede actuar como factor regulador en las células 
vecinas, como se ha demostrado en diferentes lechos vasculares [92,93,94].  










efecto  [97,98].  El  mecanismo  por  el  cual  el  H2O2  media  la  dilatación  está  poco 
dilucidado. Miura et al (2003) proponen la activación de canales de K+ en las CML como 
mecanismo de acción de  la vasodilatación  inducida por esta sustancia en  la arteriola 
coronaria humana [98].   
El monóxido de carbono  (CO) y el ácido sulfhídrico  (H2S), gases de bajo peso 





su  forma  constitutiva  (HO‐2) o  inducible  (HO‐1). Ambas  se expresan  tanto en  las CE 
como en  las CMLV. Se propone que  su actividad vasodilatadora está mediada por  la 
activación de la GC, de canales de K+ y/o por la inhibición de las enzimas de citocromo 
P450 responsables de la síntesis del vasoconstrictor 20‐HETE, derivado del AA (ver más 
adelante)  [100]. Por otro  lado el CO tiene actividad  inhibitoria sobre  la NOS  [101]. Si 
bien  a  la  fecha  la producción  a nivel endotelial de CO  se ha  confirmado en escasos 
lechos  vasculares  sus  efectos  protectores  y  antiinflamatorios  lo  postulan  como  un 
factor de gran interés como blanco terapéutico [17].  
El  H2S  se  sintetiza  por  la  acción  de  dos  enzimas,  la  CBS  (cistationina‐beta‐
sintasa) y la CSE (cistationina‐gamma‐liasa), las cuales usan a la cisteína como sustrato 






La  acción  vasodilatadora,  del  péptido  natriurético  de  tipo  C  (PN‐tipo  C)    en 
algunos  lechos  vasculares  y  su mecanismo  de  acción  lo  postulan  como  un  posible 
agente EDHF.  Se ha descripto la capacidad del endotelio de sintetizar distintos tipos de 
péptidos, entre ellos, el PNA‐C que tiene descripta actividad hiperpolarizante de CMLV 
y  vasodilatadora  [82].  Su  acción  esta  mediada  por  la  activación  del  receptor  del 
péptido natriurético B (NPR‐B, del  inglés natriuretic peptide receptor‐B), cuya cascada 
intracelular  lleva a  la activación de  la GC y posterior activación de canales de potasio 
de  tipo BKCa  y KATP  [103]. Por otro  lado, este péptido  actúa previniendo  la  actividad 
proliferativa  de  las  CMLV,  el  reclutamiento  de  leucocitos  y  la  reactividad  vascular 
[104]. 
También  los  canabinoides  endógenos  y  exógenos,  como  el  2‐araquidonil‐
glicerol  (2‐AG)  y  la  anandamida,  tienen  acción  hiperpolarizante  sobre  las  CMLV  y 
vasodilatadora mediante  la activación de  canales de K+ y  la  inhibición de  canales de 
37 
 
Ca2+  [105].  Si  bien  su  existencia  como  factor  endotelial  no  ha  sido  probada 
directamente, dado que no hay reportes que demuestren su producción a nivel de las 
CE,  o  su  participación  en  la  respuestas  de  las mismas  a  los  distintos  estímulos  por 
agonistas  [17,105],  dichas  sustancias  parecen  cumplir  un  rol  relevante  en  la 









cuatro  dobles  enlaces cis en  las  posiciones  5,  8,  11  y  14  (figura  1.3.2).  Es  el  ácido 
eicosaenoíco más abundante en el hombre. Se obtiene a partir de  la dieta y también 
puede  sintetizase  a  partir  del  ácido  linoléico  por  elongación  y  desaminación  en  el 
hígado. A nivel celular, puede encontrarse formando parte de las membranas celulares  
esterificando al C2 del glicerol del fosfatidilinositol y de otros fosfolípidos [110]. 
Diversos  agonistas  como  acetilcolina,  histamina  y  bradiquinina  según  el  vaso 
inducen  a  la  generación  de  AA  a  nivel  endotelial  mediante  la  activación  de 
determinadas lipasas (A2, C y D). La activación de la fosfolipasa A2 produce la hidrólisis 
de  los mismos  y  la  liberación  directa  de  AA  al medio  intracelular, mientras  que  la 


































































































tienen  una  producción  minoritaria  [88,110].  La  PGI2,  como  se  mencionó 
anteriormente,  fue uno de  los primeros  factores endoteliales descriptos y uno de  los 
principales mediadores de  la respuesta endotelial en varios vasos sanguíneos [78]. La 
misma  actúa  sobre  los  receptores  denominados  IP  generando  antiagregación 
plaquetaria y vasodilatación. Este último efecto lo logra mediante la hiperpolarización 
de las CMLV, que dependiendo del lecho vascular, puede ser mediada por la activación 
de  distintos  tipos  de  canales  de  K+,  principalmente  actuando  a  nivel  de  los  canales 
BKCa, KATP, KIR y KV. Su relevancia ha sido puesta de manifiesto con el uso de inhibidores 
selectivos de  los receptores  IP. Se ha observado en general que  la contribución de  la 




las  NOS,  lo  que  demuestra  que  la  PGI2  también  puede  compensar  ese  tipo  de 
disfunción endotelial [113].    
La  acción  de  la  enzima  LOX  a  nivel  endotelial  genera  como  metabolitos 
principales del AA    los ácidos 12‐ y 15‐hidroxieicosatetraenoicos (HETEs), que pueden 









se  incluyen  a  los  productos  del AA  sintetizados  a  nivel  endotelial  por  acción  de  las 
enzimas  epoxigenasas.  Más  específicamente,  se  sintetizan  4  ácidos 
epoxieicosatrieonicos (EETs): 14,15‐, 11,12‐, 8,9‐ y   5,6‐EET, siendo  los 2 primeros  los 
principales metabolitos. Derivan de  la acción de  las  isoenzimas 2C y 2J, y en general 
son  vasodilatadores  [116,117].  La naturaleza del derivado  generado depende de  las 
enzimas de este citocromo presentes  [17,110]. Los EETs, DHETs  (ver más adelante) y 
algunos  HETEs  son  los  únicos  metabolitos  del  citocromo  P450  a  nivel  de  las  CE,  




Respecto  a  su  mecanismo  de  relajación  vascular,  se  halla  descripto  que  el 
11,12‐ETT y el 14,15‐EET activan al canal BKCa de  las CMLV de manera  indirecta, por 
medio de  la activación de un receptor acoplado a proteína G que  lleva a  la activación 
de una protein‐kinasa A (PKA), que al fosforilar el canal  incrementa su sensibilidad al 
Ca2+ y por lo tanto su actividad  [116,119]. Campbell et al. (2007) han confirmado este 
efecto  en  CML  provenientes  de  la  arteria mamaria  interna  humana  y  de  la  arteria 
coronaria  humana  [88].  En  experimentos  in  vitro  utilizando  la medición  de  fuerza 
realizada  por  tejido  intacto  se  ha  observado  que  a  nivel  de  las  arterias  coronarias 
humanas,  como  también  a  nivel  periférico  en  arterias  subcutáneas,  mamarias  y 
musculares humanas, se observa una clara dilatación por estos agentes, la cual puede 
ser  bloqueada  en  presencia  de  inhibidores  del  citocromo  P450,  o  en  presencia  de 
iberiotoxina  (un bloqueante  selectivo de  canales BKCa)  [88,116].  El peso de  los  EETs 
como  EDHF  se  ha  demostrado  tanto  para  la  relajación  por  agonistas,  como  para 
aquella mediada por shear stress [88]. A nivel endotelial también se halla presente  la 
enzima  soluble  epóxido  hidrolasa  (EHs,  del  inglés,  epoxide  hidrolase  soluble)  que 
convierte  a  los  EETs  en  ácidos  dihidroxieicosatrienoicos  (DHETs)  [88,110,116].  Los 
ratones KO para la enzima EHs, responsable de la degradación de los EET, presentan un 













acción  directa  del  AA.  Varios  autores muestran  datos  que  sustentan  esta  idea,  sin 
embargo  la  misma  no  está  completamente  clara  y  los  datos  publicados  varían 
dependiendo de la dosis de AA ensayada y del lecho vascular estudiado. En la siguiente 





























































































































































NP=  No  probado  *  El  efecto  directo  del  AA  en  los  experimentos  de  órgano  aislado,  fue 
considerado como  la persistencia de relajación en presencia de  inhibidores de  la NOS [N]  (L‐
NAME, L‐NNA), COX [C] (indometacina), LOX [L] (BW755c, baicaleína), del citocromo P450 [P] 








las  células  endoteliales  producen  eicosanoides  derivados  del  AA,  como  la  PGI2  y  el 
tromboxano A2 (TxA2) [129,130], los cuales regulan el tono contráctil de dichos vasos 










El  objetivo  general  de  este  trabajo  de  tesis  doctoral  es  contribuir  al 
conocimiento y desarrollo de un área de base de  importante  impacto sobre  la salud 
humana  como  lo  es  la  fisiología  vascular.  En  particular  nos  interesa  aportar  al 
conocimiento de la fisiología de vasos humanos, por lo cual planteamos utilizar en este 
estudio la arteria umbilical humana (AUH). Además este tejido, permite profundizar el 
conocimiento de  los  factores que pueden  regular el  flujo  feto‐placentario. Mediante 
esta  investigación nos proponemos generar conocimiento acerca de  los mecanismos 
que  influyen  sobre el  influjo de Ca2+ en  las células de músculo  liso vascular y por  lo 








En  segundo  lugar, nos proponemos estudiar el  rol modulador de  factores de 
liberación endotelial sobre  la actividad de dichos canales de K+, así como su relación 
con la regulación del potencial de membrana. Nos focalizaremos específicamente en la 
acción,  tanto  a  nivel  de  canal  único,  como  a  nivel  de  célula  completa,  del  ácido 













es  la  arteria  umbilical,  la  cual  tiene  origen  en  la  aorta  fetal  y  forma  parte  de  la 
circulación  feto‐placentaria.  Tomando  un  segmento  del  cordón  umbilical  en  el 
momento del parto es posible aislar este vaso, obteniendo así una muestra de tejido 
vascular  humano,  algo  a  lo  cual  es  difícil  de  acceder. A  partir  del mismo,  podemos 
obtener  células musculares  lisas aisladas para el estudio de  corrientes  iónicas. Cabe 
destacar que esta arteria constituye un modelo experimental muy interesante para el 
estudio de  la  fisiología vascular, dado que permite abordar, en un  tejido humano el 
estudio de estructuras celulares que participan en la regulación de la concentración de 
Ca2+ intracelular, que son poco conocidas en las CMLV humano. Además, teniendo en 







la  parte medial  del  cordón  umbilical  el  cual  se  introduce  en  una  solución  de  Krebs 
Ringer  Bicarbonato  (KRB,  en  mM:  NaCl  130;  KCl  4,7;  Na2HPO4  1,17;  MgSO4  1,16; 
NaHCO3  24; CaCl2  2,5, pH  ajustado  con  carbógeno)  sin  glucosa  y  se  conserva  a  4ºC 




















seleccionan por su aspecto ahusado y relajado para  intentar el  logro de sellos con  los 










inglés,  current‐clamp). Es por  lo  tanto,  la  técnica  ideal para estudiar  canales  iónicos 
identificando  los  iones  que  transportan  la  corriente,  la magnitud  de  las mismas,  su 
sensibilidad al voltaje, drogas y estímulos de diferente  tipo. La  técnica consiste en  la 
aproximación de una micropipeta  de  vidrio, por medio de un micromanipulador, a la 
superficie de la membrana de la célula elegida y el establecimiento de un sello de alta 
resistencia  (en  inglés, Giga‐seal),  de  aproximadamente  10 GΩ,  entre  el  vidrio  de  la 
misma y la membrana celular. 
  En la configuración denominada de célula completa (en inglés whole‐cell,  WC) 
se  registran  corrientes  macroscópicas  representativas  de  la  totalidad  de  canales 
iónicos  presentes  en  la  membrana  celular,  mientras  que  en  las  configuraciones 
denominadas de  canal único  (en  inglés,  single  channel,  SC) en  sus  variantes de  cell‐
attached (CA) e inside‐out (IO) es posible  registrar la corriente de un solo canal iónico.   














de  aproximadamente  1,5  µm2.  La  resolución  de  esta  técnica  permite  registrar  la 
corriente iónica durante las aperturas de los canales en forma individual, los cuales se 
observan como saltos discretos en el nivel de corriente registrada. Además, en estas 
condiciones  se  conservan  todas  las  interacciones  y  regulaciones  intracelulares  de  la 
célula sellada. 
A  partir  de  la  configuración  de  CA,  se  puede  lograr  el  pasaje  a  las  otras  2 
configuraciones  utilizadas.  En  la  configuración  de  IO  (figura  2.2.1  B)  se  escinde  la 
porción  de membrana  sellada  del  resto  celular, mediante  el  desplazamiento  de  la 






configuración de CA,  solo que en este  caso  se  realiza una  segunda presión negativa 
desde  la pipeta, que  logra retirar  la poción de membrana sellada. De esta manera  la 
solución de  la pipeta dializa  la  célula  y  se establece una  conexión eléctrica entre el 
electrodo (en contacto con la solución de la micropipeta) y el interior intracelular (ver 
esquema  en  la  figura  2.2.2).  Esta  configuración  representa un buen modelo para  el 
estudio de canales iónicos en condiciones cercanas a las fisiológicas, dado que permite 
mantener gran parte de  las estructuras  intracelulares,  respetar  los gradientes de  los 
distintos  iones  a  ambos  lados  de  la membrana  y  así  registrar  las  corrientes  en  una 







Observamos  las  células  con  un microscopio  invertido  (Televal  3;  Zeiss,  Jena, 
Alemania)  estabilizado  mecánicamente  sobre  una  mesa  antivibratoria  (Newport) 
recubierto con una caja de Faraday para  filtrar  los ruidos eléctricos del ambiente. La 
señal  de  corriente  iónica  fue  registrada  en  función  del  tiempo  con  un  amplificador 
Axopatch 200A  (Axon  Instruments, Foster City, CA),  se  filtró adecuadamente  con un 
filtro de tipo Bessel de 8 polos a una frecuencia de 2 kHz y se digitalizó (Digidata 1200 
Axon  Instruments, Foster City, CA) con una  frecuencia de muestreo de 16 kHz en  los 
registros  de  corrientes  en  las  configuración  de  SC,  y  de  20  kHz  en  los  registros  de 
corrientes macroscópicas en la configuración de WC.   
Las soluciones ensayadas fueron perfundidas con una pipeta multivías colocada 
en  la proximidad de  la  célula  investigada,  todas  a  temperatura  ambiente.  Luego  de 
ensayar  un  protocolo  en  una  célula,  se  reemplaza  la  cámara  experimental  por  otra 















de  las  corrientes  de  los  canales  iónicos  presentes  en  las  CML  aisladas  de  la  AUH  
trabajando en las configuraciones de CA e IO.  Con el objetivo de estudiar la diversidad 
de  canales  iónicos  selectivos  al  ión  K+  presentes  en  este  tipo  celular,  trabajamos 
inicialmente en  la configuración de CA, dado que al conservar  la  integridad celular,  la 
frecuencia de aparición de  los canales es significativamente mayor, debido a que  los 
mismos están sujetos a  las  regulaciones del medio  intracelular  (interacción proteína‐
proteína, fosforilaciones, segundos mensajeros, concentraciones  iónicas particulares). 
Al pasar a  la configuración del  IO, estas regulaciones pueden perderse,  lo que podría 
ocasionar un descenso en la actividad del canal iónico que haría más difícil su registro. 
Por  otro  lado,  el  estudio  de  las  propiedades  elementales  de  los  canales  iónicos 
(principalmente sobre el canal BKCa) como  lo son  la selectividad  iónica,  la sensibilidad 
farmacológica, la relación entre la actividad del canal y el potencial de membrana (Vm), 
entre otras, se realizó a nivel de canal único trabajando en la configuración de IO, dado 
que ésta permite  la manipulación directa de  las  soluciones en contacto con el canal 
iónico. Además, tiene una mayor reproducibilidad al presentar un menor cantidad de 




permanecieron  constantes  a  lo  largo  del  registro.  Trabajamos  en  condiciones 
simétricas  para  el  ión  K+  (ver  soluciones  en  el  punto  2.3.3).  En  estas  condiciones 
pudimos  observar  la  actividad  de  los  canales  iónicos  presentes  en  la  porción  de 











  La conductancia  iónica es una propiedad  intrínseca de un canal; constituye un 
valor empírico que  se obtiene a partir de  la amplitud de  la corriente de canal único 
dividida  por  la  fuerza  impulsora  de  la  corriente,  la  cual  corresponde  a  la  diferencia 
entre el potencial aplicado a la membrana menos el valor del gradiente electroquímico 
para el ion permeante [133]. A partir de los registros de corriente observados medimos 





en  picoAmperes,  pA),  V  es  el  potencial  aplicado  (en  milivoltios,  mV),  γx  es  la 
conductancia de  canal único  (en pico  Siemens, pS)  y Ex es el potencial de equilibrio 
electroquímico para el  ión x (en mV), obtenido mediante  la aplicación de  la ecuación 
de  Nernst  en  base  a  la  concentraciones  iónicas  utilizadas  en  el  experimento.  En 
nuestras  condiciones  de  registro  (K+  simétrico)  Ex  es  igual  a  0 mV  y  por  lo  tanto  la 
fuerza impulsora es igual al potencial aplicado a la membrana. 
Una vez medidos  los valores de corriente, construimos  las curvas  i‐V  (que en 
general presentan una relación  lineal), a partir de  las cuales calculamos el valor de  la 
conductancia de canal único γx como el valor de la pendiente de la recta ajustada por 
el método  de  cuadrados mínimos.  En  los  casos  donde  la  relación  i‐V  no  se  ajusta 
completamente  a  una  relación  lineal  (debido  a  un  proceso  de  rectificación),  la 
conductancia  se  calcula  entre  los  potenciales  que muestran  una  relación  lineal.  Es 






En  la mayoría  de  los  casos  el  salto  discreto  en  el  valor  de  la  corriente  iónica  que 
atraviesa el patch ante  la apertura de un canal está claramente definido y puede ser 
medido mediante  la  ubicación  de  2  líneas  horizontales  en  los  niveles  de  corrientes 
correspondientes a los estados abierto y cerrado. Por otro lado, en los casos donde el 
estado abierto presenta cierres transitorios muy veloces, que se manifiestan como un 
aumento en el ruido de  la corriente (en  inglés flicker),  la decisión de dónde ubicar el 
cursor correspondiente al estado abierto es difícil  . Por  lo tanto, en estos casos, para 
evitar  arbitrariedad  en  la medida  de  la  amplitud  de  corriente  tomamos  todos  los 
puntos  de  una  porción  de  registro  determinada  y  construimos  un  histograma  de 





























los  valores  de  la misma. De  esta manera,  es  posible  estimar  el mínimo  número  de 
canales  iónicos que presenta un patch como el número de conductancias de distinto 




de  canales presentes en  la membrana  celular,  sin embargo debe  tenerse en  cuenta 
que con el mismo pueden cometerse tanto sobreestimaciones, como subestimaciones. 
En  nuestro  caso  en  particular  podemos  destacar  tres  fuentes  posibles  de 
subestimaciones:  en  primer  lugar,  el  protocolo  experimental  elegido  consistió  en  el 
registro  de  las  corrientes  de  canales  en  el  estado  estacionario  para  cada  valor  de 
voltaje, por  lo tanto,  los canales que presentasen  inactivación temporal rápida o que 




canal  diferente  con  similar  valor  de  amplitud.  Este  problema  puede  resolverse 
generando  la  máxima  activación  del  canal  con  algún  estimulante  de  su  actividad, 
donde  se  ponga  en  evidencia  el  número  de  copias  totales.  Esta  solución  no  pudo 
aplicarse  en  nuestro  caso  dado  que  implicaría  conocer  la  identidad  de  todos  los 
canales, como también poseer un activador disponible para cada uno. Por este motivo, 
tomamos  como  criterio  siempre  considerar un  solo  canal por  valor de  conductancia 
hallado,  aceptando  la  posible  subestimación.  En  último  lugar,  existe  una  serie  de 
canales iónicos de muy baja conductancia unitaria cuya resolución supera la capacidad 
del  equipo.  El  estudio  de  estos  canales  puede  realizarse mediante  su  expresión  en 
sistemas  heterólogos,  donde  sus  características  pueden  estimarse  por  medio  del 







que  todas  las  corrientes observadas  se deben  a  canales de K+,  implica un  riesgo de 
sobreestimación de la densidad de canales de esa naturaleza.  Sin embargo, pensamos 







corrimiento  del  valor  de  potencial  donde  la  corriente  se  hace  nula  (potencial  de 
reversión (Erev)), de  la curva  i‐V en condiciones biiónicas, donde se sustituye al  ión K+ 
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Donde  VX  y  VK  son  los  Erev  con  X+  y  K+  en  la  cara  intracelular  de  la  membrana 
manteniendo constante  la concentración de K+ en  la solución en contacto con  la cara 
externa  de  la  membrana;  PX  y  PK  son  las  permeabilidades  del  canal  a  X+  y  K+ 


















2.3.2 D:  ANÁLISIS DE  ESTADO  ESTACIONARIO:  IDEALIZACIÓN DE  REGISTROS  POR  EL 
CRITERIO DEL 50% DE LA AMPLITUD COMO VALOR UMBRAL. 
  La  creación  de  registros  idealizados  a  partir  de  los  registros  de  canal  único 
constituye un herramienta poderosa de análisis, dado que permite obtener los valores 





















nivel  de  corriente  correspondiente  al  estado  cerrado  y  con  otro  cursor  el 






umbral para  considerar un  cambio de  estado  (del  abierto  al  cerrado o  viceversa)  al 
valor del 50% de la amplitud entre los niveles 0 y 1. Esto último se denomina: criterio 
del  50%  de  la  amplitud  de  corriente  como  valor  umbral  (en  inglés  half‐amplitude 








 Amplitud  media  (valor  medio  de  corriente  de  todos  los  puntos  que  están 
dentro del evento) ± desviación estándar. 




dicha  idealización    puede  realizarse  con  hasta  5  niveles  de  corrientes  (además  del 
correspondiente al estado cerrado), de manera que permite trabajar con registros con 
más de un canal o con más de una copia del mismo. 






los  casos en que  fue utilizada  la  idealización  automática, posteriormente  se  verifico 
que la misma coincidiera con el registro crudo [138]. 
 
2.3.2  E:  ANÁLISIS  DE  ESTADO  ESTACIONARIO:  CÁLCULO  DE  LA  PROBABILIDAD  DE 
APERTURA. 
  La actividad de un canal iónico es un fenómeno estocástico por lo que la misma 
se cuantifica en  términos de probabilidad de apertura  (Po) del canal, que puede  ser 
modificada  por  numerosos  factores  como  el  potencial  de  membrana,  sustancias 
químicas, interacción proteína‐proteína, entre tantos otros. 
La Po  se define como  la  relación del  tiempo que un canal pasa en el estado abierto 
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donde T es  la duración del  registro,  tj es el  tiempo de permanencia  con  j=1, 2, 3…n 
canales abiertos. Este valor debe ser calculado una vez que  la Po del canal alcanzó el 
estado estacionario. Para confirmar este requisito se generaron gráficos de estabilidad 
de NPo en  los cuales se representan  los valores de NPo calculados en  intervalos de 5 













pocas  aperturas  pero  de  larga  duración,  o  muchas  de  duración  menor.  A  su  vez, 
permite  explicar  los  aumentos  en  la  Po  como  acortamientos  de  los  tiempos  de 
permanencia  en  los  estados  cerrados  o  como  alargamientos  en  los  tiempos  de 
apertura, o como una combinación de ambos fenómenos. Puede caracterizarse a partir 
de dos  tipos de análisis: el  tiempo de permanencia medio  (en  inglés, mean open  (or 
closed) time) y la distribución de tiempos de permanencia. 
Como su nombre  lo  indica, el análisis del tiempo medio de permanencia en el 




única  copia  del  canal  en  cuestión,  dado  que  en  caso  contrario  llevaría  a  una 
subestimación de los tiempos de permanencia correspondientes al estado cerrado del 
canal.  Por  otro  lado,  como  el  título  de  este  apartado  lo  indica,  esta  es  una 
característica de estado estacionario y por  lo  tanto, antes de obtener el valor medio 
debe  confirmarse  que  el  canal  se  encuentra  en  el mismo.  Nuevamente,  el  control 
necesario puede realizarse a partir de un gráfico de estabilidad, para asegurar que el 
tiempo medio de permanencia no está variando a lo largo del registro. En este caso, el 
mismo  se  construye  a partir  de  los  datos  obtenidos  a  partir  del  registro  idealizado, 










del  registro  idealizado  y  los  controles  del  registro  son  los  mismos  que  los  recién 
mencionados para el tiempo de permanencia medio [139]. 
El análisis de  las distribuciones de tiempo de permanencia permite obtener el 




de  componentes  con  los que  se  logre  la mejor  correlación entre  la distribución  y el 
ajuste  (en  inglés, maximal  likelihood  ratio  test).  Dicho  análisis  indica  que  el  canal 
presenta, en  las condiciones analizadas,  tantos estados abiertos o cerrados  (según  la 
distribución que se esté analizando) como componentes presente el ajuste. Además, 
cada  componente  representa  y  caracteriza  cada uno de estos estados, dado que  su 
media  (µ)  es  el  logaritmo  de  la  constante  de  dwell  time,  y  el  área  bajo  la  curva 









2.3.2  G:  ANÁLISIS  DEL  EFECTO  DEPENDIENTE  DE  LA  CONCENTRACIÓN    DE  LA 
BUPIVACAÍNA SOBRE EL CANAL BKCa. 
Como  se  presentará  en  el  capítulo  anexo  de  los  resultados,  la  bupivacaína 
genera sobre el canal BKCa una disminución en  la amplitud de  la corriente unitaria e 








dos  componentes  por  el método  de  cuadrados mínimos  Levenberg‐Marquardt,  que 
permitió obtener el valor medio (µ) y desviación estándar (σ) de los picos de amplitud 
de corriente correspondientes a los estados cerrado y abierto. De esta manera, el valor 




con  el  valor  de  la  desviación  estándar  del  pico  de  corriente  del  histograma 
correspondiente al estado abierto del canal (σo). 
Para  asegurar que  se había  alcanzado el máximo efecto de  la droga en  cada 
concentración  y  evitar  subestimaciones  del  mismo,  realizamos  un  gráfico  de 
estabilidad del valor de  la amplitud de  la corriente de canal único. Al  igual que con el 
tiempo de permanencia se requiere la idealización del registro siguiendo el criterio del 
50% de la amplitud de corriente como valor umbral (corrigiendo en este caso el cursor 
del nivel  correspondiente  al estado  abierto a medida que  la droga hacía  su efecto). 
Luego  se  tomaron  únicamente  los  eventos  correspondientes  al  estado  abierto  y  se 
graficaron los valores medios de amplitud de corriente de cada evento en función del 





Se  utilizaron  esencialmente  dos  soluciones  estándares  para  los  registros  de 
canal único: 










Para  evaluar  la  sensibilidad  del  canal  BKCa  a  la  concentración  de  Ca2+ 
intracelular, se agregó a la SB diferentes cantidades de CaCl2 desde una solución madre 
acuosa para obtener  las concentraciones de Ca2+  libre ensayadas, siguiendo el cálculo 
realizado  con  el  programa:  Maxchelator  software  de  Stanford  University: 
http://maxchelator.stanford.edu. 
  Con el objetivo de estudiar  la selectividad  iónica del canal BKCa, se modificó  la 
SB, reemplazando completamente el KCl 140 mM por CsCl 140 mM o cloruro de colina 
140 mM. Además, en estos casos  la concentración de Ca2+  libre  fue de 1,2 µM, para 
poder observar el canal a todos los valores de potenciales.  
Los efectos de la paxilina 500 nM, el ácido litocólico 150 µM, la bupivacaína 30, 
100,  300  y  1000  µM,  y  el  ácido  araquidónico  10  µM,  se  ensayaron  agregando  las 
mismas  a  la  SB  desde  una  solución  madre  concentrada  (dilución  1:1000).  La 
bupivacaína  fue disuelta en agua bi‐destilada,  la paxilina en dimetilsulfoxido  (DMSO), 
mientras que el   ácido  litocólico y el ácido araquidónico en una mezcla etanol‐DMSO 
(2,4:7,6). En  los casos donde  fue necesario, el solvente  se agregó en  las condiciones 
control en la misma dilución de 1:1000.   











Se  realizaron  test  de  t  de  Student  para  comparar  entre  2  grupos, mientras  que  la 
comparación  entre  múltiples  grupos  se  realizó  mediante  el  análisis  de  varianza 
(ANOVA)  seguido  de  un  test  de  Holm‐Sidack.  Para  estudiar  si  la  disminución  en  la 
frecuencia de aparición de cada uno de  los grupos de canales se debía a  la presencia 
de 4‐AP se realizaron las tablas de contingencia correspondientes (no mostradas) y se 










  Como mencionamos  en  la  sección  2.2  de  este  capítulo,  la  configuración  de 
célula completa  (WC) permite  registrar  las corrientes que atraviesan  la membrana a 
través  de  todos  los  canales  presentes,  en  respuesta  a  un  pulso  de  voltaje  (modo 
voltage‐clamp).  
Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se aplicaron protocolos de voltaje 
en  forma de un pulso  rectangular, que consisten en un cambio discreto  instantáneo 







Las  corrientes macroscópicas en  condiciones  control y  luego del agregado de 
las  distintas  drogas  probadas  fueron  analizadas  a  partir  de  las  relaciones  corriente 
voltaje (I‐V). Para construir estas curvas, la corriente macroscópica fue evocada por un 
protocolo de pulsos de voltaje de 500 ms de duración en el rango de ‐70 a +60 mV a 
















el experimento  con el  fin de  registrar  los  cambios  temporales de  la misma en  cada 













Los  efectos  de  la  bupivacaína  300  µM  y  del  ácido  araquidónico  10  µM  se 
ensayaron agregando  las mismas a  la SE correspondiente, desde una solución madre 
concentrada  (dilución  1:1000).  La  bupivacaína  fue  disuelta  en  agua  bi‐destilada  y  el 
ácido  araquidónico  en  una mezcla  etanol‐DMSO  (2,4:7,6).  En  los  casos  donde  fue 




Se  realizaron  test  de  t  Student  para  comparar  entre  2  grupos,  mientras  que  la 
comparación  entre  múltiples  grupos  se  realizó  mediante  el  análisis  de  varianza 













Como primera etapa de este  trabajo de  tesis, utilizando  la  técnica de patch‐
clamp, caracterizamos  los distintos tipos de corrientes  iónicas que presentan  las CML 
de la AUH en configuración de canal único. Para ello trabajamos con las células aisladas 
obtenidas  mediante  un  proceso  de  disociación  enzimática  con  colagenasa  y 
registrando sus corrientes en condiciones de K+ simétricas. Registramos  la corriente a 
través de  los canales  iónicos presentes en la porción de membrana sellada (en  inglés,  
patch)  a  distintos  valores  de  potencial  desde  –100 mV  hasta  +60 mV,  los  cuales  se 






la pendiente del ajuste  lineal a  las mismas. A modo de ejemplo, en  la  figura 3.1.1 se 
presenta un registro típico de un patch que presenta 5 valores diferentes de amplitud 
de corriente y sus correspondientes valores de conductancia. Los registros de corriente 
se  realizaron,  en  los  casos  en  que  fue  posible,  primero  en  la  configuración  de  Cell‐
Attached  (CA),  e  inmediatamente  después  en  la  de  Inside‐Out  (IO).  En  la  primera 
configuración, se mantiene  la  integridad celular, por  lo tanto  la solución de  la pipeta 
como  la de perfusión del baño,  se ponen en  contacto  con  la  cara extracelular de  la 
membrana,  mientras  que  el  medio  intracelular  se  mantiene  sin  mayores 
modificaciones.  En  cambio,  en  la  configuración  de  IO  se  escinde  la  porción  de  la 
membrana sellada del resto celular, quedando, de esta manera,  la solución del baño 
en  contacto  directo  con  la  cara  intracelular  de  la  membrana.  (Los  detalles 
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 Donde  n0  es  el  número  de  patches  donde  no  se  observaron  corrientes, 
mientras que n1, n2 y nj son el número de patches donde se observaron 1, 2 o j niveles 
diferentes de amplitud de corriente respectivamente. En estas condiciones estimamos 
una  densidad  de  2,06  canales  diferentes/patch. Cabe  aclarar  que  en  esta  etapa  del 
estudio experimental no podemos distinguir  la selectividad  iónica de cada uno de  los 
canales. En nuestras condiciones experimentales  las corrientes que medimos podrían 
ser mediadas por canales selectivos al K+ o selectivos al Cl‐ o por un canal catiónico no 







CA  IO   53  Total CA  73












Con el  fin de analizar  la diversidad de  canales presentes en este  tipo  celular, 
realizamos  una  clasificación  en  base  a  los  valores  de  conductancia  de  canal  único 




entre 10 pS  (mínimo  valor  capaz de  ser medido en base al  ruido del equipo  y a  los 
potenciales analizados) y 292,6 pS  (máximo valor de conductancia hallado). Como se 
puede observar en  la  figura, para  lograr una correcta definición de  la distribución de 
las mismas en base al número de conductancias observadas y su respectiva dispersión, 
dividimos el histograma en dos porciones (de 10 a 90 pS y de 90 a 300 pS), utilizando 
en cada rango distintos  intervalos de clase o ancho de cajón  (en  inglés, bin). A partir 
del histograma podemos identificar los rangos donde se observan valores similares de 
conductancia,  que  permite  suponer  la  presencia  de,  al  menos,  un  canal  con  alta 
frecuencia de aparición y con valores de conductancia homogéneos que se ajustan a 
una  distribución  normal.  En  base  a  esta  última  característica,  fue  posible  ajustar  la 
distribución de conductancias obtenida con una función de Gauss de 6 componentes, 













































Antes  de  profundizar  el  análisis  dentro  de  cada  grupo  en  particular, 
presentamos  en  forma  comparativa,  en  la  tabla  3.1.3,  los  valores  de  conductancia 

























































Como  se  puede  observar  en  la  tabla,  no  hay  variaciones  significativas  de  los 
valores de conductancia de  los canales  iónicos entre  las dos condiciones de  registro, 
pero sí se observa una clara disminución en la frecuencia de aparición en la mayoría de 
los  canales.  Por  otro  lado,  cabe  destacar  que  la  suma  de  todos  los  porcentajes  de 
frecuencia de aparición es superior al 100%,  lo cual se debe a  la aparición de más un 
canal por célula analizada.  
En  base  al  análisis  de  la  distribución  de  conductancias  que  realizamos, 

























Grupo 1  > 200 pS  241,0 ± 6,8   20,5 %  250,4 ± 6,7   23,1 % 
Grupo 2  130 – 200 pS  164,1 ± 4,3   13,7 %  164,8 ± 3,7   9,2 % 
Grupo 3  85 – 130 pS  116,2 ± 2,1   26,0 %  128,3 ± 5,1   13,8 % 
Grupo 4  65 – 85 pS  76,3 ± 1,2  24,7 %  76,1 ± 2,1  15,4 % 
Grupo 5  30 – 65 pS  45,4 ± 1,6  30,1 %  44,8 ± 1,8  24,6 % 










de  conductancia  (ver  figura 3.1.3), permite  sospechar de  la presencia de más de un 
tipo  de  canal  en  este  grupo.  En  5  casos  de  los  10  registros  donde  se  presentaron 
conductancias de  este  grupo  en  la  configuración de CA,  se observó que  las mismas 
aparecían  inmediatamente  antes  o  después  del  canal  del  grupo  1,  como  puede 





















a  la mitad  al  pasar  a  IO  (13,8%). A  pesar  de  la  homogeneidad  en  la medida  de  las 
conductancias, del análisis detallado de  los  registros podemos discriminar entre dos 
comportamientos  diferenciales.  El  primero,  y  mayoritario  (11  de  19),  presentó  un 
comportamiento  que  se  repitió  en  los  grupos  4,  5  y  6:  manifestó  una  activación 
claramente dependiente  del  voltaje  observándose  raramente  actividad  del mismo  a 
potenciales  de  membrana  menores  a  0  mV;  presentó  tiempos  de  aperturas 
intermedias (de 10 a 100 ms) sin cierres transitorios (en  inglés flickery); y en general, 
se  observó  una  sola  copia  por  patch  y  curvas  i‐V  lineales.  En  casi  todos  los  casos 













a  potenciales mayores  que  +40mV  (3.1.7  B),  un modo  de  apertura más  ruidoso  o 
flickery  respecto al  resto de  los  canales observados y,  si bien  su actividad  tiene una 
clara  dependencia  del  voltaje  (observándose  más  activo  a  los  potenciales 















































de  aparición  disminuye  al  pasar  de  la  configuración  de  CA  a  la  de  IO  (de  24,6%  a 
15,4%).  Esta  conductancia  presentó  curvas  i‐V  lineales  y  una  clara  dependencia  del 
voltaje, observándose activación del  canal a potenciales despolarizados mayores a 0 
mV, mientras que  raramente se observaron aperturas del canal a potenciales menores 
que  dicho  valor.  Se  caracteriza  por  presentar  tiempos  de  apertura  intermedios  sin 































que  se  presenta  en  general  junto  a  otros  canales  ya  descriptos  también 
sensibles  al  voltaje.  Como  puede  observase  en  la  figura  3.1.1,  acompaña  al 
canal BKCa, al canal del grupo 3 de conductancia lineal y a canales del grupo 4 y 
6. En la figura 3.1.9 se presenta un registro típico del mismo. 
 Canal de aperturas esporádicas y  casuales  (como máximo  se observaron  tres 
por patch), en general se observa a potenciales hiperpolarizados y con muchos 
cierres veloces dentro de la misma (flickery) (figura 3.1.10).  
 Canales  de  actividad  independiente  del  voltaje  de  comportamiento  muy 
























conductancias  representativas  son  frecuentes  (26%  en CA),  presentando más  de  un 
comportamiento  dentro  del  mismo.  Según  su  dependencia  del  voltaje,  pueden 
dividirse  en  2  subgrupos:  el  primero,  y más  frecuente,  consiste  en  canales  que  se 
observaron  activados  principalmente  a  potenciales  hiperpolarizados  (menores  a  ‐40 
mV), donde en algunos patches se presenta con tiempos de apertura cortos (menores 
a  10 ms)  y  en  otros  con  tiempos  de  apertura  largos  (mayores  a  100 ms),  como  se 
observa en  la figura 3.1.11 A y B. En contraste, el segundo subgrupo está constituido 
por  canales  que  presentaron  actividad  solo  a  potenciales  despolarizados  (figura 
3.1.12). Estos últimos fueron muy difíciles de caracterizar dada su baja conductancia y 
su presencia a potenciales donde aparecen otros canales de conductancia mayor (BKCa, 














































análisis más  detallado,  podemos  estimar  ahora  que  existen  por  lo menos  10  tipos 
distintos de canales  iónicos, dado que si bien  la distribución de conductancias  iónicas 
nos  permitió  generar  6  grupos  de  posibles  canales,  las  corrientes  iónicas 
correspondientes a  los grupos 2, 3, 5 y 6 muestran  indicios que pueden  interpretarse 
como  correspondientes  a  canales  diferentes  de  similar  conductancia.  Dado  que 
muchos  de  ellos  poseen  actividad  inclusive  a  potenciales  hiperpolarizados,  se  les 
podría adjudicar un rol relevante en la regulación del potencial de membrana celular y 
















de  canales  iónicos  funcionales  que  se  expresan  en  este  tipo  celular  para  luego 
comenzar con la identificación más detallada de cada uno de ellos.  
Un trabajo precedente realizado por nuestro grupo, describe en CML de la AUH 
la  presencia  a  nivel  de  las  corrientes macroscópicas  de  célula  completa  (del  inglés 
whole‐cell) de una corriente inhibida por 4‐aminopiridina (4‐AP), un inhibidor selectivo 
de los canales de KV, [132]. Teniendo en cuenta esto, decidimos investigar cuál o cuáles 
de  los  grupos  de  canales  descriptos  en  las  páginas  anteriores  podrían  ser  los 
responsables de mediar esta  corriente. Para ello,  registramos  canales en  las mismas 
condiciones descriptas en la parte inicial de esta sección, pero ahora en presencia de 4‐
AP 5 mM en  la solución de  la pipeta. En  la  tabla 3.1.4 se muestra el  total de células 
ensayadas  y  en  la  tabla  3.1.5  la  distribución  del  número  de  canales  por  patch 
































CA  IO   68  Total CA  78












ausencia  de  4‐AP  había  sido  de  2,06  canales  diferentes/patch.  Esto  sugiere  que  los 
canales sensibles a 4‐AP son relevantes en las CML de la AUH.  
Por  otro  lado,  realizamos  un  análisis  de  frecuencia  de  aparición,  en  la 
configuración  de  IO,  de  los  6  grupos  de  conductancias  caracterizados  en  las 
condiciones control, pero ahora en presencia de 4‐AP (figura 3.1.13, barras naranjas). 
Utilizamos para este análisis  los datos correspondientes a  la configuración de  IO para 
evitar  posibles  efectos  de  la  4‐AP  a  nivel  intracelular  que  pueden  derivar  en  la 
modificación de la actividad de otros canales distintos a los KV [140,141]. En el mismo 
grafico se agregaron  los datos obtenidos en  la condición control (barras verdes) a fin 
de  facilitar  el  análisis  comparativo  de  las  frecuencias  de  aparición  en  ambas 
condiciones.  Podemos  observar  que  se modificó  la misma  en más  de  un  grupo  de 





Por  lo  tanto,  luego de haber  analizado en un número  comparable de  células 
(100  en  esta  serie),  observamos  que  en  presencia  de  4‐AP  casi  no  aparece  la 














Respecto  al  resto  de  los  grupos  de  canales  observados  no  es  posible,  por  el 
momento,  asociarlos  con  un  tipo  puntual  de  canal.  Los  valores  de  conductancia 





lo menos dos tipos de canales como posibles KV en  las CML de  la AUH, y además,  lo 
que  es  fundamental  para  el  trabajo  en  células nativas,  establecer  una  condición  de 
registro de canal único mas acotada en cuanto a  la presencia de número y diversidad 
de canales iónicos en los patches. En función de estos resultados actualmente sabemos 










CML de  la AUH como posibles estructuras blanco del ácido araquidónico  (AA),  lípido 
que se postula como uno de los EDHF. 
Se analizó en primer  lugar el efecto del AA sobre  las corrientes macroscópicas 










evidencia, a nivel de célula  completa,    las propiedades de  la corriente macroscópica 
evocada  por  estímulos  sucesivos  de  voltaje  fue  publicado  por  nuestro  grupo  de 
investigación [132]. Allí se describe la presencia mayoritaria de dos tipos de corrientes 
iónicas: una inhibida por 4‐aminopiridina 5 mM y por lo tanto probablemente mediada 
por  canales de K+  voltaje operados de  tipo KV,  tal  como  se  citó previamente,  y otra 
corriente  inhibida  por  iberiotoxina  200  nM, mediada  entonces  por  canales  de  tipo 
BKCa, para los cuales esta toxina es un inhibidor específico. 
    Teniendo en cuenta este antecedente, en primer lugar, se ensayó el efecto del 
ácido  araquidónico  (AA)  10  µM  sobre  las  corrientes  macroscópicas  evocadas  por 




se muestran  los  registros  típicos de  corriente, donde  se puede observar  además un 


















mediada  por  canales  Kv  (en  esas  condiciones  inhibida  por  la  4‐AP)  u  otros  posibles 
tipos de canales. Por  lo tanto, en otra serie de experimentos ensayamos el efecto del 
AA  sobre  las  corrientes macroscópicas  en  presencia  de  paxilina,  un  inhibidor  para 
canales de  tipo BKCa  cuya  selectividad ha  sido comprobada y de mayor accesibilidad 













 Estos  datos  permiten  concluir  que  en  este  tipo  celular  el  AA  aumenta  la 
corriente macroscópica mediada por canales BKCa mientras que no afecta  la corriente 
KV  antes  descripta.  Además,  produce  un  claro  efecto  hiperpolarizante  sobre  el 
potencial  de membrana  celular, medido  como  cambio  del  potencial  de  reversión  a 
partir de las relaciones I‐V.  










lugar,  presentamos  la  exhaustiva  caracterización  de  los  canales  del  grupo  1  que  se 
llevó a cabo para completar  la  identificación   de  los mismos como canales BKCa, para 
posteriormente describir el efecto del AA sobre el mismo. En la figura 3.3.1 se presenta 
un  registro  típico  de  esta  corriente  a  distintos  potenciales  de  membrana,  donde 







































































































canal  BKCa  en  condiciones  simétricas  de  K+  [25].  La  activación  por  Ca2+  genera  un 
desplazamiento de la curva NPo vs V hacia la izquierda también característico del canal 
BKCa, que muestra que el  incremento de  la concentración  intracelular de Ca2+ genera 
una mayor sensibilidad del canal al potencial de membrana. 
Teniendo  en  cuenta  que  la  concentración  de  1,2  µM  de  Ca2+  intracelular 
permite  observar  la  corriente  a  potenciales  hiperpolarizados  y  con  el  objetivo  de 
comprobar la selectividad de este canal al ión K+, realizamos bajo estas condiciones de 
actividad del canal una serie de curvas i‐V en condiciones biiónicas, reemplazando el K+ 
de  la  solución del baño, por Cs+ o por  colina  (catión monovalente), mientras que  se 
mantuvo constante la concentración de K+ en la solución de la pipeta. En la figura 3.3.3 
se  muestran  registros  típicos  de  corrientes  en  las  3  condiciones  (K+/K+,  K+/Cs+  y 
K+/colina)  a  los potenciales de  ‐40, 0  y +40 mV  y  las  curvas  i‐V,  correspondientes  a 
estas  3  condiciones.  En  la  figura  3.3.3  A  observamos  que  a  tres  de  los  potenciales 
ensayados en  las condiciones biónicas asimétricas  (K+/Cs+ y K+/colina)  la corriente es 
negativa, o cercana a 0, y por lo tanto entrante (de la pipeta al baño), lo cual marca un 
predominio en la selectividad del canal por el ión K+. Cuando analizamos las curvas i‐V 
completas  en  estas  condiciones  en  el  rango  ‐40  a  +70  mV  (figura  3.3.3  B  y  C) 
observamos que  la misma posee una rectificación y que el potencial de reversión fue 
superior a +70 mV para ambas  condiciones biónicas en  todas  las  células ensayadas. 
Este hecho  indica una elevada selectividad del canal al K+, siendo al menos 17 veces 
más  selectivo  al  K+  que  al  Cs+  y  a  la  colina.  Estos  valores,  que  indican  una  gran 















































































que  forman  el  poro  del  canal,  pero  que  además  puede  presentar  asociación  con 
diferentes  subunidades  β  accesorias.  En  el  caso  de  las  CMLV  numerosas  evidencias 
bibliográficas muestran que el canal está asociado a subunidad β1,  la cual  le otorga al  
mismo una mayor sensibilidad al Ca2+ intracelular. Bukiya et al (2007) han demostrado 
que  la  presencia  de  la  subunidad  β1  puede  ponerse  en  evidencia  funcionalmente 
mediante  la  inducción de  la activación del canal por el ácido  litocólico [65], ya que el 
mismo puede activar al canal sólo si está presente dicha subunidad. En la figura 3.3.5 A 
se muestra un registro típico de  la actividad del canal   BKCa de  las CML de  la AUH en 
condiciones  control  y  luego  del  agregado  de  ácido  litocólico  150  µM.  Observamos  












































Estos  resultados nos permiten  confirmar  la presencia y  conocer en detalle  la 
dependencia  del  voltaje,  la  sensibilidad  a  la  concentración  de  Ca2+  intracelular  y  la  
selectividad  iónica  del  canal  BKCa  en  las  CML  de  la  AUH.  Además,  demostramos 
funcionalmente que este  canal  se encuentra  asociado  a una  subunidad  accesoria  β1 
como lo indica la activación por el ácido litocólico. 
Otra de las características de este canal que puede variar según el tejido en que 





































mayores,  como  se  puede  observar  en  la  figura  3.3.6.  En  un  trabajo  previo,  nuestro 





Otro  resultado  interesante y novedoso que encontramos durante  los ensayos 
de  sensibilidad  farmacológica  de  este  canal,  es  el  efecto  inhibidor  que  produce  la 
bupivacaína. Esta droga es un anestésico  local comúnmente utilizado en  la anestesia 
epidural durante el parto que ha demostrado tener un efecto contráctil en anillos de 
AUH  in  vitro  [143,144],  aunque  se  desconocían  los  mecanismos  por  los  cuales 
generaba este efecto. Por otro lado, la bupivacaína también se usa como inhibidor de 
canales  de  K+  K2P  para  poner  en  evidencia  este  tipo  de  canales  en  distintos  tipos 
celulares [22,40]. 
Como puede observarse en  la  figura 3.3.7,  la bupivacaína 300 µM genera una 
disminución  en  la  amplitud  de  corriente  BKCa  de  canal  único  induciendo  un modo 
flickery del estado abierto del canal. Este comportamiento es típico de los bloqueantes 
rápidos con acción en el poro del canal, y difiere del mecanismo de bloqueo de esta 
droga descripto para otros  tipos de canales de Na+ y de K+  [145,146]. El efecto de  la 
bupivacaína  sobre  el  canal  BKCa  es  completamente  novedoso  y  relevante  desde  el 
punto  de  vista  fisiológico  para  el  músculo  liso  vascular;  por  ello  realizamos  una 
caracterización  farmacológica  y  biofísica  del  efecto  del  mismo  que  fue  publicada 






























































Para  evaluar  el  efecto  del  AA  sobre  el  canal  BKCa,  trabajamos  en  la 
configuración de  IO en presencia de 4‐AP 5 mM en  la pipeta. Una vez  identificada  la 
presencia  del  canal  en  el  patch  en  base  a  su  conductancia,  se  fijó  el  potencial  de 
membrana a +40 mV y se perfundió en  la solución del baño (en contacto con  la cara 
intracelular de  la membrana)  la solución control con el agregado de AA 10 µM. En  la 
figura  3.3.8  A  se  muestra  un  registro  típico  de  la  activación  de  la  corriente  BKCa 
generada  por AA  y  en  la  figura  3.3.8  B,  un  gráfico  de NPo  vs  tiempo  de  perfusión. 
Observamos  una  lenta, pero  clara  activación  del  canal  a  partir  de  los  3 minutos  de 
perfusión, que deriva en un incremento significativo en el valor de la NPo de 0,01433 ± 









































































Cabe  destacar,  que  el  AA  posee  además  un  efecto  desestabilizador  de  la 
membrana,  que  lleva  a  que  luego  de  unos  7 minutos  en  contacto  con  la misma  se 
observe, en  la mayoría de  los casos,  la destrucción del  sello. Esto dificulta mucho el 
análisis del efecto del mismo, dado que como se observa claramente en la figura 3.3.8 
B,  la  NPo  está  aún  llegando  al  estado  estacionario  en  los  tiempos  en  que  la 
desestabilización se hace visible. Esto genera una mayor dispersión en  los resultados 
dado que el análisis se realizó a los 4 minutos, donde la activación ya es significativa y 




el  estado  abierto  del  canal,  a  una  disminución  del  tiempo  de  permanencia  en  el 
cerrado o al  conjunto de  las dos,  se  realizaron gráficos de estabilidad de  tiempo de 
permanencia  de  estado  cerrado  y  de  estado  abierto  durante  el  agregado  de  ácido 
araquidónico en  la células que presentaban una  sola copia del canal. Los datos para 
dichos  gráficos  se  obtuvieron  a  partir  de  los  registros  idealizados  generados  por  el 
criterio del 50% de la amplitud como valor umbral (en inglés half‐amplitude threshold 
criterion). Luego de obtener los datos del tiempo de permanencia en el estado cerrado 
y  abierto  de  cada  apertura  o  cierre  del  canal,  se  construyen  estos  gráficos  que 
simbolizan  la  secuencia  temporal  de  los  tiempos  de  permanencia  del  canal  en  los 
estados cerrado o abierto que suceden a lo largo del registro donde se agrega el AA. En 
la figura 3.3.8 C y D se presentan los gráficos de estabilidad típicos, donde observamos 
que  a medida  que  se  perfunde  la  solución  con AA,  el  canal  permanece  una menor 





























Si bien  fue  imposible obtener un estado estacionario de  la actividad del canal 
en  presencia  de  AA  debido  a  la  inestabilidad  que  genera  en  el  sello,  se  pudieron 
obtener  registros  a  varios  potenciales  de membrana  alrededor  de  los  4 minutos.  A 
partir  de  estos  registros  se  pudo  obtener  una  curva NPo  vs  voltaje  en  condiciones 
control  y  en  presencia  de  AA  que  se  muestra  en  la  figura  3.3.10.  Como  surge 




























































































































La  bupivacaína  es  un  anestésico  local  perteneciente  al  grupo  de  las  amino‐
amidas  (figura  3.A.1).  Su  acción  terapéutica  como  anestésico  generalmente  se 
relaciona  con  su  capacidad de  inhibir  los  canales de Na+ dependientes de  voltaje  al 
unirse  a  su  estado  inactivado  desde  la  región  intracelular  de  la membrana  (figura 
3.A.2)  [146].  Sin  embargo,  existen  evidencias  bibliográficas  de  que  además  la 




caracteriza por un bloqueo dependiente del  tiempo en  las  corrientes macroscópicas 
(figura  3.A.2,  esquema  central). Por otro  lado,  como  se mencionó  en  el  capítulo de 
resultados de esta  tesis, esta droga posee efectos contráctiles en  la arteria umbilical 
humana (AUH) in vitro, cuyo mecanismo aún no está dilucidado [143,144]. El efecto de 
bupivacaína  sobre el  canal   de K+ de alta  conductancia  sensible al voltaje y al  calcio 
(BKCa),  altamente  expresado  en  el musculo  liso  vascular,  no  había  sido  descrito  ni 





























































































Para  caracterizar  el  efecto  de  la  bupivacaína  sobre  la  corriente mediada  por 
canales BKCa, utilizamos la técnica de patch‐clamp en las configuraciones de inside‐out 
(IO) y whole‐cell  (WC)   utilizando CML aisladas de  la AUH. En  la configuración de  IO, 
mediante protocolos de  fijación de voltaje a distintos valores de potencial  (+20, +40, 
+60 y +80 mV) registramos las corrientes de canal único, en ausencia y en presencia de 
la  droga,  utilizando  concentraciones  de  K+  simétrico.  El  efecto  de  bupivacaína  se 
estudió  agregando  a  la  solución del baño  la droga en distintas  concentraciones: 30, 
100, 300 y 1000 µM.  
En  la  figura 3.A.4. A,  se presentan  registros  típicos de una apertura de  canal 
único  a  un  potencial  de  +60  mV  en  las  condiciones  control;  en  presencia  de 
bupivacaína 30, 100, 300 y 1000 µM en  la solución del baño; y  luego del  lavado de  la 
droga.  Estos  registros  nos  permitieron  observar  que  la  bupivacaína,  en  forma 





estos  efectos,  realizamos  histogramas  de  distribución  de  amplitud  tomando  una 
porción de registro de canal único de 250 ms, donde el canal permaneciera el 50% del 
tiempo en el estado abierto. Luego, realizamos un ajuste no  lineal de  los histogramas 
con  una  distribución  de  Gauss  de  dos  componentes  por  el método  de  cuadrados 
mínimos Levenberg‐Marquardt, que permitió obtener el valor medio  (µ) y desviación 
estándar  (σ)  de  los  picos  de  amplitud  de  corriente  correspondientes  a  los  estados 
cerrado  y  abierto  (figura  3.A.4  B).  De  esta manera,  el  valor  de  la  amplitud  de  la 
corriente unitaria a distintos potenciales y, en ausencia y en presencia de las diferentes 
concentraciones de bupivacaína ensayadas, fue calculado como la diferencia entre los 
valores medios  de  los  estados  abierto  y  cerrado  (µ=µo‐µc), mientras  que  el  efecto 
flickery  inducido  en  el  estado  abierto  del  canal  fue  cuantificado  con  el  valor  de  la 
desviación  estándar  del  pico  de  corriente  del histograma  correspondiente  al  estado 
abierto (σo). En las figuras 3.A.5 A y B, se presentan los valores medios de amplitud de 
corriente de canal único  (µ=µo‐µc) y de  ruido  (σo) en  función de  la concentración de 
bupivacaína obtenidos a un potencial de +60 mV. Podemos observar que a medida que 
se  aumenta  la  concentración  de  bupivacaína  ensayada,  la  amplitud  de  la  corriente 
disminuye  y  el  ruido  (σo)  aumenta  de  manera  dependiente  de  la  concentración; 
además se observa que estos efectos son completamente reversibles luego del lavado 
de  la droga.   La máxima concentración de bupivacaína ensayada (1000 µM) reduce  la 



























































y  1000  µM  y  su  posterior  lavado,  obtenidos  a  partir  del  ajuste  de  5‐12  histogramas 
equivalentes a  los presentados en  la figura 3.A.4 B, todos obtenidos de distintos patches. Los 
símbolos  *  y  #  indican  diferencia  estadísticamente  significativa  respecto  al  valor  de  la 









su  recuperación  posterior  al  lavado.  Luego  de  30  segundos  de  perfusión  con 
bupivacaína  a  las  distintas  concentraciones  se  llega  a  un  estado  estacionario  en  la 
disminución  del  valor  de  la  amplitud,  mientras  que  el  efecto  desaparece 
completamente luego de 1 minuto de lavado. Esto puede observarse en la figura 3.A.6 
donde  se muestra un  gráfico  típico de estabilidad del  valor de  la  amplitud de  canal 
único para la corriente BKCa durante el agregado de bupivacaína 30, 100 y 300 µM y su 
posterior lavado. Los gráficos de estabilidad son una herramienta útil para analizar los 
cursos  temporales de diversos  fenómenos. Básicamente consisten en el  seguimiento 





























































































































del gráfico  fueron obtenidos a partir de un  registro  idealizado por medio del criterio 
del 50% de amplitud como valor umbral, y del análisis del mismo podemos observar la 




















































único  obtenidos  para    cada  concentración  de  bupivacaína  a  distintos  valores  de 
potencial,  construimos  las  curvas  dosis‐respuesta  de  inhibición  normalizando  los 
valores  de  amplitud  de  corriente  en  presencia  de  bupivacaína  (iB)  respecto  a  la 
amplitud de  corriente  inicial  sin bloqueo  (iC,  control). Para  cada potencial evaluado, 






1 ൅ 10ሺ௟௢௚ ஼ூఱబି௫ሻൈ௛ 
KD  es  la  concentración  de  bupivacaína  que  produce  una  inhibición  del  50%  de  la 
corriente  de  canal  único  (CI50,  x  es  el  logaritmo  decimal  de  la  concentración  de 
bupivacaína  y  h  es  el  coeficiente  de  Hill  [151,152].  Observamos  un  claro 
desplazamiento  de  las  curvas  hacia  la  izquierda  a  medida  que  el  potencial  de 
membrana se hace más positivo, lo que indica un bloqueo dependiente del voltaje. Los 
valores de KD calculados para cada valor de potencial testeado mostraron diferencias 
estadísticamente  significativas entre  sí, mientras que no  fue  así para  los  valores del 
coeficiente de Hill (ANOVA, p<0,05).   









términos  de  la  fracción  del  campo  eléctrico  medidos  desde  la  cara  interna  de  la 
membrana, y RT/F es igual a 25,3 mV a 22ºC [151,152]. A partir del mejor ajuste de la 

















de  canal  único  del  canal  BKCa.  Para  ello  obtuvimos  los  valores  de  tiempo  de 
permanencia, en el estado  abierto o  cerrado, de  cada  apertura o  cierre del  canal  a 
partir de  los  registros  idealizados por medio del  criterio del 50% de  amplitud  como 
valor umbral en las condiciones control y en presencia de bupivacaína 300 µM. A partir 
de  estos  valores  construimos  las  distribuciones  de  tiempo  de  permanencia  de  los 
estados abierto y cerrado en las condiciones control y en presencia de bupivacaína 300 
µM que se presentan en  la  figura 3.A.8. Estas distribuciones se  logran generando un 
histograma  donde  los  intervalos  de  clase  (o  cajones,  en  inglés,  bin)  representan  el 
logaritmo decimal del  tiempo de permanencia en el estado abierto o  cerrado  según 
corresponda. Cabe destacar que solo pudimos llevar a cabo dicho análisis en los casos 















































número  de  diferentes  estados  abiertos  y  cerrados  que  presenta  el  canal  en  las 
condiciones analizadas, como así también  la constante de dwell time (τ) de cada uno 
de esos estados y su contribución al estado abierto o cerrado. Estos parámetros surgen 
del  ajuste  de  la  distribución  con  una  función  de  Gauss  con  el mínimo  número  de 
componentes con los que se logre la mejor correlación entre la distribución y el ajuste 
(en inglés, maximal likelihood ratio test). Dicho análisis indica que el canal presenta, en 
las  condiciones analizadas,  tantos estados abiertos o  cerrados  (según  la distribución 






En  base  a  lo  presentado  en  la  figura  3.A.8  podemos  observar  que  en  las 
condiciones  control el  canal BKCa presenta al menos 4 estados  cerrados y 1 abierto, 
mientras que en presencia de bupivacaína 300 µM aparece un nuevo estado abierto de 
corta duración (τO1= 4,6 ms) y un nuevo estado cerrado de duración  intermedia (τC4= 

















canal  único  es  suficiente  para  inducir  la  inhibición  de  las  corrientes macroscópicas 
llevadas por este  canal,  realizamos una  serie de experimentos donde  registramos el 
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5  mM  y  una  solución  intracelular  estándar  con  el  agregado  de  ATP  5  mM,  para 
bloquear los canales KV y KATP, respectivamente. Como podemos observar en la figura 
3.A.9 C y D, en estas condiciones cerca del 85% de  la corriente control, a potenciales 
despolarizados, es  llevada por  los canales BKCa sensibles a paxilina 500 nM  (inhibidor 





de  la corriente macroscópica en  las condiciones control,  luego del efecto estable de 




























Los  resultados  publicados  en  esta  sección muestran  que  el  anestésico  local, 
bupivacaína posee una acción  inhibitoria  sobre el  canal BKCa en  las CML de  la AUH. 
Demostramos dicho efecto  tanto en  la  configuración de  inside‐out,  como  a nivel de 
célula  completa.  La  publicación  de  estos  datos  consiste  en  el  primer  antecedente 
bibliográfico que describe este efecto sobre este tipo de canal de elevada expresión e 




































































































Los  resultados  presentados  a  nivel  de  canal  único  demuestran  que  la 
bupivacaína es capaz de producir rápidamente y de manera reversible una reducción 
de la amplitud de la corriente unitaria del canal, induciendo además un modo flickery 
para el estado  abierto del  canal,  indicado por un marcado  aumento del  ruido en el 
registro de  las aperturas del canal. Pudimos observar este efecto tanto sobre el canal 
activado por una elevada concentración de Ca2+  intracelular, como a bajos niveles de 










concuerdan  con  los hallados para otros bloqueantes  intracelulares  rápidos del  canal 
BKCa como el Cs+ y el TEA+[153]. Finalmente, observamos que  la bupivacaína, además 
de producir un  cambio  aparente de    la  conductancia del  canal,  también  afectó  a  la 
cinética del mismo,  induciendo a  la aparición de dos nuevos estados  (uno cerrado y 
otro abierto) y  favoreciendo el pasaje del canal hacia  los estados de duraciones más 
breves, tanto para los cierres como para las aperturas. 
A  nivel  de  célula  completa,  donde  en  nuestras  condiciones  de  registro  la 
corriente BKCa representa cerca del 85% del total, la bupivacaína también presentó un 
efecto  inhibitorio.  Teniendo  en  cuenta  que  en presencia  de  paxilina  500  nM,  no  se 
observó un efecto inhibitorio aditivo de la bupivacaína al de este bloqueante selectivo 
de  los  canales  BKCa,  podemos  concluir  que  la  bupivacaína  300  µM  bloquea 
parcialmente  la  corriente  macroscópica  BKCa,  en  concordancia  con  los  resultados 





nuestras  condiciones  no  observamos  ningún  tipo  de  bloqueo  tiempo  dependiente 
durante  el  pulso  de  despolarización;  en  contraste,  observamos  que  la  corriente  en 
presencia  de  bupivacaína  300  µM  disminuye  el  valor  de  su  amplitud  respecto  al 






Focalizándose en  la  accesibilidad de  la droga a  su  sitio de  acción en el  canal 
BKCa, a partir de los resultados de canal único respecto a distancia eléctrica y velocidad 
de establecimiento de un bloqueo estable,  podemos sugerir que el sitio de acción está 
localizado en  la  cara  interna del  canal. Por otro  lado,  se encuentra descripto que al 
igual  que  el  resto  de  los  anestésicos  locales,  la  bupivacaína  puede  atravesar  la 
membrana celular y ejercer su mecanismo de bloqueo desde el lado intracelular de la 
misma [146]. Esto permitiría explicar por qué el efecto inhibitorio de la droga sobre el 
canal BKCa  se  sigue observando en  la  configuración de  célula  completa aunque    con 
mayor demora respecto al de inside–out (3 minutos vs. 30 segundos). 
Como se detalló en la introducción de esta tesis, el canal BKCa es un importante 
modulador de  la  función contráctil del músculo  liso vascular, dado que su activación 
genera  hiperpolarización  de  la  membrana  celular  que  indirectamente  regula  la 
contractilidad  vascular.  El  efecto  inhibitorio  de  la  bupivacaína  sobre  este  canal, 
permite explicar los resultados anteriores de Rossner et al. quienes describieron que la 
bupivacaína  genera  contracciones  y  despolarización  en  la  AUH  [143].  Esta  droga  es 
comúnmente utilizada en obstetricia durante el trabajo de parto [146]. Si bien muchos 
estudios  indican  que  el  uso  de  bupivacaína  es  seguro  para  la  madre  y  el  feto 
[154,155,156],  también existen datos bibliográficos que describen  la presencia de  la 
droga en la sangre del cordón umbilical luego del parto [157]. Por su parte, Monuszko 
et al.  [144], sugieren que una  inyección  intravascular accidental de bupivacaína ante 
















la  capa media  de  los  vasos  sanguíneos  es  fundamental  en  la  regulación  del  tono 
vascular. Pequeñas variaciones, pueden generar cambios significativos en el diámetro 
de  los mismos.  Por  este motivo,  los  canales  de  K+,  determinantes  en  la  génesis  y 
mantenimiento del mismo, tienen una gran relevancia en la fisiología vascular [18,19]. 
Los primeros resultados presentados en este trabajo de tesis muestran la existencia de 
una  importante  diversidad  de  canales  iónicos  en  CML  provenientes  de  un  vaso 
humano.  Del  análisis  de  los  registros  de  corriente  de  canal  único  obtenidos  en  el 
estado  estacionario,  pudimos  estimar  una  densidad  de  2  canales  iónicos  por  patch. 











de  las  curvas de  relación  corriente voltaje  (i‐V), nos permitió diferenciar al menos 6 
grupos  distintos  de  conductancias  que  probablemente  correspondan  a  6  grupos 
diferentes de  canales  iónicos. El grado de dispersión en  los valores de  conductancia 
que forman cada grupo, sumado a los diferentes comportamientos observados dentro 
de los mismos (dependencia del voltaje de la actividad del canal, tiempos de apertura, 
rectificación de  las curvas  i‐V),  indicaría que  los grupos podrían estar compuestos por 
más de un tipo de canal iónico. 
Es  importante señalar que si bien  los valores de conductancia  iónica son muy 
importantes  como  orientación  para  establecerla  pertenencia  de  los  canales 









de  dos  tipos  de  fenómenos:  los  fisiológicos  o  los  derivados  de  las  condiciones 
experimentales.  Dentro  de  la  variabilidad  fisiológica  encontramos  que,  el  splicing 
alternativo,  la  formación  de  heteromultímeros,  la  asociación  con  subunidades 
accesorias y la modulación por segundos mensajeros, entre otros, pueden ser causa de 
dicha  variabilidad  [22,23,24,25].  Por  otro  lado,  las  condiciones  experimentales  de 




Del análisis  realizado para  los  canales presentes en  cada grupo en base a  los 
valores de conductancia, sumado al grado de activación observado a distintos valores 
de  potencial  de  membrana,  podemos  postular  que,  en  general,  se  ha  logrado 
identificar  en  las  CML  de  la  AUH  distintos  canales  iónicos,  que  podrían  ser 
responsables  de  funciones  elementales  dentro  de  este  tipo  celular.  Por  ejemplo,  la 
determinación  del  potencial  de  membrana  en  el  reposo  (aquellos  canales  que 
presentan  activación  a  potenciales  hiperpolarizados);  la modulación  de  la  respuesta 
contráctil inducida por la despolarización (aquellos canales con actividad dependiente 
del  voltaje  y  del  calcio  intracelular);  y  otras  funciones  independientes  del  grado  de 









potenciales  de  membrana  (grupo  2,  figura  3.1.5)  podría  ser  un  miembro  de  la 






se  activan  con  la  despolarización.  Si  bien  los  valores  de  conductancia  que  hemos 
incluido en la tabla para estos canales (basados en revisiones de la International Union 
Phramalogy,  [22,23,24,25])  no  superan  los  30  pS,  son  numerosos  los  trabajos 
científicos  realizados  en  distintos  tipos  celulares,  y  en  particular  en  CMLV,  que 
describen  canales  de  tipo  KV  con  valores  de  conductancia  mayores  a  dicho  valor 
[18,158,159], reafirmando la necesidad del desarrollo de un estudio más amplio de las 
características biofísicas y  farmacológicas para confirmar  la  identidad de un canal en 
particular.  
Si  consideramos,  además,  que  los  canales  que  estamos  describiendo  no 
presentan  inactivación significativa en el tiempo (los registros fueron realizados en el 
estado  estacionario)  tenemos  un  importante  indicio  sobre  los  posibles  subtipos  de 
canales  KV  presentes,  los  cuales  podrían  corresponder  a:  Kv1  (excepto  el  KV1.4  que 
presenta  inactivación),  Kv2,  Kv3.1,  Kv3.2,  Kv7,  Kv10,  Kv11  y  Kv12.  La  serie  de 
experimentos que presentamos  realizada en un número  comparable de  células y en 
presencia  de  4‐AP  (capítulo  3.1,  figura  3.1.13),  nos  permitió  avanzar  en  su 
identificación.  De  los  canales  citados  más  arriba  sólo  los  correspondientes  a  las 
subfamilias Kv1, Kv2  y Kv3  son  sensibles a 4‐AP  [23,26]. Por  lo  tanto,  los grupos de 








 Es  interesante  señalar  que  la  importancia  de  la  coexistencia  de  múltiples 
componentes  de  canales  KV  dentro  de  un  mismo  tipo  celular  plantea  nuevos 




La  profundización  del  estudio  de  las  propiedades  biofísicas  y  la  distribución 
precisa de  los distintos subtipos de canales KV en  las CML de  la AUH constituye para 
nosotros un nuevo punto de partida en la generación de conocimiento en el campo de 
la fisiología vascular. El estudio de esta arteria, si bien pertenece a un lecho circulatorio 
especial,  nos  permite  trabajar  con  un  vaso  humano  que,  tal  como  demuestran 
nuestros  trabajos  precedentes  así  como  datos  bibliográficos  provenientes  de  otros 
grupos de  investigación, comparte propiedades bioeléctricas y contráctiles con otros 
tipos arteriales humanos y de otras especies. En particular,  la expresión y  función de 
los canales Kv en  las CML de  la AUH podrían tener puntos en común con  las arterias 
pulmonares  (dado  que  la  AUH  es  una  arteria  que  también  transporta  sangre  poco 
oxigenada, en este caso desde el feto a la placenta). Se sabe que los canales de tipo KV 
están  involucrados  en  la  respuesta  de  vasoconstricción  inducida  por  hipoxia  en  las 
arterias pulmonares [160] y en las arterias de la placenta [161]. Estudios de desarrollo 
de  fuerza  realizados  en  anillos  arteriales  de  la AUH  in  vitro  han  demostrado  que  la 
misma  presenta  vasoconstricción  inducida  por  hipoxia  [162],  aunque  no  ha  sido 
dilucidado el mecanismo a partir del cual se genera esta respuesta. Una hipoxia crónica 
puede  representar  importantes  consecuencias en el desarrollo  fetal. Por ejemplo, el 
retardo en el crecimiento  intrauterino, así como el bajo peso al nacer que presentan 
los  neonatos  de  madres  fumadoras  (debido  a  la  hipoxia  crónica  que  produce  el 
cigarrillo) [163,164] podrían deberse a este fenómeno.  
En cuanto al rol de los canales KV en procesos proliferativos, la AUH constituye 
un  excelente modelo  de  estudio  in  vitro  con  células  humanas.  Es  nuestra  intención 
para el futuro inmediato, a partir del conocimiento adquirido en este trabajo, estudiar 
el  rol de  los  canales KV en  la proliferación de  las CML de  la AUH en  cultivo,  ya que 
entendemos  que  los  resultados  serán  importantes  para  comprender  su  desarrollo 
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de  su  alta  conductancia,  la  posible  presencia  de  estados  de  sub‐conductancia,  de 
acuerdo a lo reportado para este canal en la bibliografía [165], y su inhibición completa 




característica del musculo  liso vascular y el rol de  la misma es muy  importante en  la 
respuesta  al  aumento  del  Ca2+  intracelular,  así  como  también  es  blanco  de  efectos 
modulatorios, tal como se describió en  la  introducción. En particular, en  la AUH este 
canal podría estar implicado en funciones vasculares generales como la regulación del 
tono contráctil y por ende del flujo fetoplacentario, así como en funciones especiales 
de  la misma. Un ejemplo de estas últimas, es  la presencia de ondas de  contracción 
rítmicas  descriptas  en  la  AUH  y  en  la  vena  umbilical  [166],  las  cuales,  teniendo  en 
cuenta la estructura morfológica del cordón umbilical, podrían contribuir a impulsar el 
flujo sanguíneo desde la placenta al feto. El canal BKCa, en función de su sensibilidad al 







que  varias  patologías  cardiovasculares  como  la  diabetes,  la  hipertensión  arterial,  la 







a  la  disfunción  endotelial  tanto  por  la  disminución  en  su  actividad  normal,  como 
también por  la pérdida de  la  actividad  compensatoria que  tienen  los EDHF  sobre  la 
disminución de la actividad de la vía del NO [83,84,85,168]. Esto último se sustenta en 
la descripción de una actividad  inhibitoria  constante del NO  sobre  las vías del EDHF 
[169,170]. Por su parte, la disfunción endotelial en la producción y actividad del EDHF 
se  observa  con  el  aumento  de  la  edad  y  bajo  varias  situaciones  patológicas  como 
hipertensión,  aterosclerosis,  hipercolesterolemia,  falla  cardíaca,  fenómeno  de 
isquemia/reperfusión, angioplastía, eclampsia, diabetes y sepsis [77,168].  
Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demuestran que a nivel de la 
corriente  macroscópica  de  las  CML  de  la  AUH,  el  AA  es  capaz  de  activar 
significativamente una corriente saliente cuando  los canales de  la familia KV han sido 
inhibidos  con  4‐AP,  mientras  que  este  efecto  se  pierde  por  completo  en  células 
expuestas a paxilina, el inhibidor de canales BKCa. Este resultado nos permite postular 
que en  las CML de  la AUH el AA afecta solamente a  la corriente mediada por canales 
BKCa  y  que  los  canales  KV  no  son  afectados  de manera  significativa,  a  pesar  de  la 
existencia  de  citas  bibliográficas  donde  se  demuestra  un  efecto  inhibitorio  del  AA 
sobre algunos subtipos de estos canales [23]  




en una  condición  cercana a  la  fisiológica, dado que  se  conservan  la  integridad de  la 
célula, los gradientes iónicos y la presencia de potencial de membrana en reposo que 









vasorrelajación  inducida  por  AA  aun  cuando  todas  las  enzimas  que metabolizan  el 
mismo se encuentran inhibidas (ver introducción, tabla de la sección 1.3). 
El  efecto  activador  directo  del  AA  sobre  el  canal  BKCa  está  basado  en  un 
aumento de  la probabilidad de apertura del canal y en el desplazamiento de  la curva 
de  relación NPo  vs V hacia  valores hiperpolarizados, de manera  consistente  con  los 
resultados obtenidos a nivel de célula entera. Un análisis detallado de  los tiempos de 
permanencia del  canal en  los estados  cerrado y abierto en  condiciones  control y en 
presencia de AA, muestra que el aumento de la probabilidad de apertura del canal se 
genera  a  partir  de  una  significativa  reducción  en  los  tiempos  de  permanencia  del 
estado cerrado, acompañado de un aumento en el correspondiente al estado abierto.   
En  conjunto,  estos  resultados  sostienen  que  el  AA  en  forma  directa  puede 
constituir  un  EDHF  en  el  músculo  liso  vascular  humano.  También  podría  ser  una 
herramienta  terapéutica  importante  en  patologías  cardiovasculares  donde  el  AA, 
favoreciendo  la disminución de  la  resistencia periférica, contribuiría a  la disminución 
de la presión arterial. Este hecho podría explicar el éxito de estrategias terapéuticas no 
farmacológicas  actuales  como  el  suplemento  de  la  dieta  con  ácidos  grasos 
poliinsaturados omega 3 y 6 [17].  
En  la AUH, el AA podría ejercer un rol vasodilatador y por ende regulador del 





producir  un  efecto  vasodilatador  en  esta  arteria mediado  por  el AA.  Es  importante 








que  la  madre  puede  transferir  este  ácido  graso  al  feto  a  través  de  la  placenta, 
observándose su presencia en muestras de sangre del cordón umbilical [171,172].  
Nuestros  futuros estudios estarán  focalizados en  la búsqueda de  sustancias o 
estímulos  específicos  que  puedan  inducir  la  liberación  de  AA  en  esta  arteria.  Los 
efectos  del  AA  descriptos  a  nivel  celular  son  muchos  y  diversos.  Tiene  efectos 
indirectos  sobre  varios  tipos  de  canales  iónicos,  por  lo  cual  es  importante  tener  en 







Este  trabajo  constituye  un  importante  aporte  al  conocimiento  de  las  propiedades 
bioeléctricas de una CMLV humano. Nos permitió demostrar  la diversidad de canales 
que  pueden  coexistir  funcionalmente  en  la  misma.  La  actividad  de  los  mismos  a 
distintos  valores  del  potencial  de  membrana  celular,  confirman  su  función  como 
generadores  y/o  sensores  de  esta  propiedad  fundamental  para  la  regulación  de 
numerosas funciones celulares. Hemos expandido en gran medida el conocimiento de 
nuestro  objeto  de  estudio,  encontrando  que  se  distinguen  al  menos  seis  tipos 
diferentes de  canales  iónicos  tal  como  se  infiere del estudio  a nivel de  canal único. 
Además, las características generales de los mismos, permiten postular distintos tipos 
de  familias de  canales  para  los  comportamientos  observados. Más  certero  aún,  fue 
para  el  caso  de  la  familia  de  los  canales  KV,  donde  la  inhibición  por  4‐AP  acota  los 
posibles  subtipos  implicados.  Estos  datos  suponen  un  punto  de  partida  para  la 
adecuada  identificación puntual de cada  tipo de canal, para posteriormente estudiar 
su rol funcional. 
  Hemos  caracterizado  en  detalle  el  canal  BKCa  presente  en  este  tipo  celular, 
demostrando  que  este  canal  es  activado  en  forma  directa  por  el  AA,  lo  cual  nos 
permite postular al mismo como posible EDFH en esta arteria humana. Dicha función 
se encontraría avalada por la hiperpolarización observada del potencial de membrana. 
Por  último,  hemos  contribuido  también  al  conocimiento  detallado  de  un 
mecanismo de  acción novedoso para un  fármaco de  amplio uso  clínico,  como  es  la 
bupivacaína, sobre un canal de K+ altamente expresado en el musculo liso vascular.  
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